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očistili z dvostopenjskim obarjanjem z amonijevim sulfatom. Vpliv mlečnokislinske 
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absorbance spectrum we distinguish between three representatives: phycoerythrin, 
phycocyanin and allophycocyanin. Since the lactic fermentation of a substrate can 
affect the profile and activity of its bioactive components, we investigated the effect 
of lactic fermentation on purity ratio and antioxidant activity of phycobiliproteins in 
vitro and in vivo. Lactobacillus plantarum was used for fermentation of microalgal 
biomass. The extracts of fermented and nonfermented biomass were prepared by two 
different extraction methods; mechanic and nonmechanic. Phycobiliproteins in 
extracts were further purified by two-phased ammonium sulphate precipitation. 
Analysis were performed both on extracts and precipitated phycobiliproteins. Results 
of nonmechanic extraction method did not show differences in purity ratio of 
phycobiliproteins between the extracts of fermented and nonfermented microalgae, 
whereas in precipitated phycobiliproteins purity ratio of all representatives obtained 
from fermented microalgae were higher compared to the nonfermented microalgae. 
After fermentation the in vitro antioxidant activity of precipitated phycobiliproteins 
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GRAS   (ang. Generally Recognized as Safe) 
H2DCF 2',7'-diklorodihidrofluorescein 
H2DCFDA 2'7'-diklorodihidrofluorescein diacetat 
HDL   lipoproteini visoke gostote (ang. High Density Lipoprotein) 
IC50   inhibitorna koncentracija (ang. Inhibitory Concentration) 
kDa   kilodalton 
LDL   lipoproteini nizke gostote (ang. Low Density Lipoprotein) 
LMG zbirka mikroorganizmov Univerze v Gentu, Belgija (Laboratory of 
Microbiology, Department of Biochemistry and Microbiology, 
Faculty of Sciences of Ghent University) 
MRS gojišče – de Mann Rogosa in Sharpe 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (ang. Nicotinamide Adenine 
Dinucleotide Phosphate) 
OD optična gostota (ang. Optical Density) 
ORAC   (ang. Oxygen Radical Absorbance Capacity) 
R   faktor redčitve 
ROS   reaktivne kisikove zvrsti (ang. Reactive Oxygen Species) 
SD standardna deviacija 
SDS PAGE poliarilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom 
(ang. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel Electrophoresis) 
UV   ultravijolično sevanje  
UVB   ultravijolično sevanje B 
UV-VIS ultravijolično in vidno sevanje 
YEPD gojišče – glukoza, kvasni ekstrakt, pepton (angl. Yeast Extract 
Peptone Dextrose) 
ZIM Zbirka industrijskih mikroorganizmov Biotehniške fakultete, 
Univerze v Ljubljani, Slovenija 
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1 UVOD 
 
Cianobakterije so prva skupina prokariontskih organizmov, ki so izvajali fotosintezo. S 
pomočjo vode atmosferski ogljikov dioksid pretvarjajo v organski ogljik, pri tem pa kot 
stranski produkt nastaja kisik (Mulkidjanian in sod., 1986; Belay, 2008). Pred 3,5 
milijardami let so tako cianobakterije ustvarile kisikovo atmosfero in omogočile evolucijo 
višjih vrst življenja (Wu in Ho, 2008). Razširjene so v vseh vodnih in kopenskih okoljih, 
tudi v ekstremnih pogojih, kot so vrelci, puščave in polarne regije (Whitton in Potts, 2012). 
Cianobakterije so najštevilčnejša, izredno razširjena in morfološko raznolika skupina 
fotosintetskih prokariontov (Schopf in Walter, 1982). Zahteva cianobakterij po svetlobi, 
potrebni za vršitev fotosinteze, je privedla do postopne evolucije in sinteze številnih 
molekul z zmožnostjo absorpcije fotonov (Anwer in sod., 2015). Kot vsi ostali organizmi, 
ki vršijo fotosintezo, cianobakterije vsebujejo fotosintetsko barvilo klorofil a, poleg tega 
pa večina cianobakterij vsebuje tudi druga barvila. Najpogosteje so to barvila iz skupin 
karotenoidov in fikobiliproteinov. Fikobiliproteini so značilni za cianobakterije, v 
evkariontskih celicah so prisotni le v rdečih algah. Učinkovito prenašajo energijo fotona do 
klorofila a in s tem omogočajo, da mikroalge izvajajo fotosintezo tudi pri valovnih dolžinah, 
ki jih klorofil a slabše absorbira (Apt in sod., 1995).  
 
Med cianobakterijami je Arthrospira platensis (Spirulina platensis) - spirulina v človeški 
prehrani poznana že več kot tisoč let, zadnjih štirideset let pa se zaradi pozitivnih učinkov 
na zdravje uporablja tudi kot prehransko dopolnilo (Stanic-Vucinic in sod., 2018). Med 
naborom bioaktivnih komponent spiruline so s svojo intenzivno modro barvo za živilsko 
industrijo še posebej zanimivi fikobiliproteini. Trendi v živilski industriji se nagibajo k 
uporabi naravnih sestavin in povpraševanje po naravnih barvilih narašča. Leta 2013 je FDA 
(ang. U.S. Food and Drug Administration) odobrila uporabo vodnega ekstrakta spiruline, 
pridobljenega iz suhe biomase Arthrospira platensis, kot naravnega barvila v živilih (FDA, 
2019).  
 
Uporaba spiruline kot substrata za mlečnokislinsko fermentacijo in njen vpliv na bioaktivne 
komponente spiruline še nista dobro raziskana. Mlečnokislinska fermentacija izboljša 
učinkovitost ekstrakcije, vpliva pa lahko tudi na prehranske in funkcionalne lastnosti 
spiruline. V magistrski nalogi smo preverili vpliv mlečnokislinske fermentacije na največji 
proteinski delež spiruline – fikobiliproteine, njihovo čistost ter antioksidativno aktivnost. 
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1.1 CILJI NALOGE 
 
- Primerjava čistosti fikobiliproteinov iz mikroalg vrste Arthrospira platensis pred in 
po mlečnokislinski fermentaciji mikroalgne biomase in njihova karakterizacija. 
 
- Določanje antioksidativne aktivnosti fikobiliproteinov in vitro pred in po 
mlečnokislinski fermentaciji mikroalgne biomase. 
 
- Določanje antioksidativne aktivnosti fikobiliproteinov in vivo pred in po 
mlečnokislinski fermentaciji mikroalgne biomase. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predvidevamo, da: 
 
- se bo čistost fikobiliproteinov pred in po mlečnokislinski fermentaciji mikroalgne 
biomase razlikovala, 
 
- bo antioksidativna aktivnost fikobiliproteinov po mlečnokislinski fermentaciji večja 
od antioksidativne aktivnosti pred fermentacijo. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 Arthrospira platensis 
 
2.1.1 Splošne lastnosti in prehranska vrednost 
 
Arthrospira platensis (v nadaljevanju spirulina) je fotosintetska cianobakterija, ki je naravno 
prisotna v alkalnih in slanih vodah tropskih in subtropskih regij (Belay, 2008). Cilindrične 
celice modrozelene barve so razporejene v obliki nerazvejanih heličnih trihomov. Vijačna 
oblika trihoma je rodovno značilna, dolžina in stopnja navijanja pa sta odvisni od vrste in od 
okoljskih dejavnikov. Celična stena je sestavljena iz štirih plasti. Zunanja plast je po strukturi 
podobna zunanji membrani gramnegativnih bakterij, preostali del celične stene tvorijo 
proteinske fibrile in peptidoglikani. Pomembna citoplazemska struktura je tudi sistem 
tilakoidnih membran, ki izvirajo iz plazmaleme (Chopra in Bishnoi, 2008). 
 
Komercialna spirulina je običajno mešanica dveh vrst: Arthrospira platensis in Arthrospira 
maxima. Obe vrsti pripadata rodu Arthrospira (Belay, 2008). Spirulina ima status GRAS 
(ang. Generally Recognized as Safe) in se najpogosteje uporablja v obliki sušene biomase 
kot prehransko dopolnilo ali kot dodatek v živilskih izdelkih. Priporočen dnevni vnos za 
odrasle je med 3 in 10 g suhe biomase, maksimalni dnevni vnos pa ne sme preseči 30 g. Je 
bogat vir proteinov in esencialnih aminokislin, vitamina A, vitamina K in vitaminov B-
kompleksa ter makro in mikroelementov, kot so kalcij, kalij, magnezij, železo, jod, selen, 
krom, cink in mangan. Prav tako predstavlja vir glikolipidov, lipopolisaharidov, sulfolipidov 
ter esencialnih maščobnih kislin, vključno z gama-linolensko kislino. Spirulina je tudi 
izjemno bogata z različnimi barvili, kot so klorofili, beta-karoten, ksantofili in 
fikobiliproteini (Sotiroudis T. G. in Sotiroudis G. T., 2013). 
 
Spirulina, kot vse cianobakterije, zalogo ogljika kopiči v obliki glikogena, ima pa tudi 
izredno visoko vsebnost proteinov (Becker, 2007). Chopra in Bishnoi (2008) navajata 
vsebnost proteinov v spirulini 45 g/100 g suhe snovi, pri laboratorijsko gojeni spirulini pa 
62 g/100 g suhe snovi. Drugi viri (Becker, 2007; Wu in Ho, 2008; Marco Castro in sod., 
2019) navajajo vsebnost proteinov celo med 64 in 74 g/100 g suhe snovi. Vsebnost proteinov 
v spirulini je v primerjavi z drugimi enoceličnimi algami in drugimi cianobakterijami visoka, 
poleg tega pa vsebuje tudi vse esencialne aminokisline, kar še dodatno izboljša njeno 
prehransko vrednost. Največji proteinski delež v spirulini predstavlja fikocianin (Romay in 
sod., 2003). 
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2.1.2 Gojenje spiruline in pridelava fikobiliproteinov 
 
Mikroalge gojimo v odprtih bazenih ali v zaprtih bioreaktorjih. Za pridelavo biomase A. 
platensis in A. maxima se običajno uporabljajo odprti bazeni. Querques in sod. (2015) pa 
navajajo, da je produkcija fikobiliproteinov višja v zaprtih bioreaktorskih sistemih v 
primerjavi z odprtimi bazeni. Komercialna pridelava spiruline zajema štiri stopnje: gojenje, 
žetev, sušenje in pakiranje. Potrebno je natančno spremljanje vseh teh procesov, saj vsi 
vplivajo na končno kakovost pridelka. Ključni dejavniki pri gojenju so svetloba, pH,  
temperatura ter izbor gojišča za rast (Stanic-Vucinic in sod., 2018). Gojišče je običajno 
mešanica vode, natrijevega karbonata ali bikarbonata, vira dušika, fosforja, železa in drugih 
mineralov v sledovih. Spirulina v naravi uspeva v suhih, vročih in sončnih klimatskih 
razmerah. Optimalna temperatura za rast je med 35 in 38 °C, minimalna temperatura, pri 
kateri kultura še uspeva, pa je 15 do 20 °C. Ustreza ji podnebje z majhno pogostnostjo 
padavin (Belay, 2008). Cianobakterije so v splošnem alkalofilni organizmi, ki svoj notranji 
pH vzdržujejo med 7,1 in 7,5 tudi pri zunanjem pH med 5 do 10. Več raziskav (Hemalata in 
Fatma, 2009; Zeng in sod., 2012) je dokazalo, da so za sintezo fikobiliproteinov 
najprimernejši alkalni pogoji z vrednostmi pH med 8 in 10. Visok pH zavira rast drugih 
organizmov, ki predstavljajo potencialno kontaminacijo pridelka, zato pri gojenju ni 
potrebna uporaba pesticidov, herbicidov ali drugih toksičnih snovi (Belay, 2008).  
 
Večina raziskav o pridobivanju fikobiliprotinov iz spiruline se osredotoča na produkcijo 
fikocianina. S stališča pridelave fikocianina lahko spirulino gojimo na več načinov. 
Fotoavtotrofni način pridelave se uporablja za komercialno pridelavo fikocianina v tropskih 
in subtropskih regijah, v odprtih bazenih ali kanalih (Eriksen, 2008). Fotoavtotrofni način 
pridelave lahko poteka tudi v zaprtih bioreaktorjih, vendar z uporabo naravne sončne 
svetlobe. Prednost pridelave v bioreaktorjih je enakomerna porazdelitev svetlobe in CO2 ter 
konstantna temperatura, medtem ko pri gojenju v odprtih bazenih svetloba večinoma ne 
prehaja pod gladino (Sonani in sod., 2016). 
 
Miksotrofni način pridelave je način gojenja spiruline v zaprtih bioreaktorjih z uporabo 
naravne sončne svetlobe in z dodatkom glukoze oziroma drugih virov ogljika, s čimer 
pripomoremo k večji količini nastalega fikocianina (Eriksen, 2008; Sonani in sod., 2016). 
Vonshak in sod. (2000) so dokazali, da sta pri pogojih miksotrofne pridelave hitrost 
fotosinteze in izkoristek svetlobe višja kot pri pogojih avtotrofne pridelave. 
 
Heterotrofni način pridelave se redko uporablja za pridelavo fikobiliproteinov iz spiruline, 
saj s tem načinom pridelamo malo barvil (Eriksen, 2008). Največkrat se uporablja za 
pridelavo barvil iz ekstremofilnih cianobakterij in rdečih alg (Sonani in sod., 2016). Do 
heterotrofne produkcije fikobiliproteinov lahko pridemo tudi z rekombinantno tehnologijo, 
vendar je zaradi kovalentno vezanega kromoforja uporaba tovrstne tehnologije zapletena. 
Produkcija fikobiliproteina je namreč odvisna tako od sinteze alfa in beta podenote kot tudi 
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od vzporedne sinteze fikobilina in njegove kovalentne vezave na protein (Kuddus in sod., 
2013). 
 
2.1.3 Bioaktivne komponente spiruline 
 
Pozitivni učinki spiruline na zdravje so v zadnjih letih tema mnogih raziskav. Najbolj 
opisana je antioksidativna aktivnost mikroalge kot celote oziroma njenih posameznih 
komponent, predvsem fenolnih spojin in fikobiliporoteinov (Sotiroudis T. G. in Sotiroudis 
G. T., 2013). Antioksidativno aktivnost pripisujejo tudi drugim komponentam spiruline: 
selenu, karotenoidom, gama-linolenski kislini ter antioksidativnim encimom, kot je 
superoksid dismutaza (Wu in Ho, 2008; Goiris in sod., 2015). Poleg že omenjenih 
komponent na zdravje pozitivno vpliva tudi vsebnost alfa-tokoferola, sulfolipidov in 
sulfatnih polisaharidov, kot je kalcijev spirulan, ki deluje antivirusno. Raziskani so vplivi 
spiruline na zdravljenje alergij, anemije, rakavih obolenj, hepatotoksičnosti, virusnih in 
kardiovaskularnih bolezni, hiperglikemije, hiperlipidemije, bolezni imunskega sistema in 
vnetnih bolezni (Barrón in sod., 2008; Chopra in Bishnoi, 2008). Več raziskav (Kato in sod., 
1984; Mani in sod., 1998; Bigagli in sod., 2017) dokazuje, da redno uživanje spiruline 
znižuje koncentracijo skupnega holesterola v plazmi, znižuje LDL holesterol in trigliceride, 
zvišuje pa vrednost HDL.  
 
2.2 FIKOBILIPROTEINI 
 
2.2.1 Fizikalno-kemijske lastnosti 
 
Fikobiliproteini so vodotopni proteini z vezanim kromoforjem, ki tvorijo fikobilisome – 
makromolekulske proteinske komplekse, ki služijo kot fotosintetski aparati za absorpcijo 
svetlobe pri cianobakterijah in nekaterih evkariontih. Fikobiliproteini so sestavljeni iz α in β 
podenot in imajo različne kromoforne prostetične skupine, fikobiline, ki se razlikujejo po 
razporeditvi dvojnih vezi. Kromoforne prostetične skupine so na polipeptidni del vezane s 
tioetersko vezjo na določene cisteinske ostanke (Chopra in Bishnoi, 2008). Sestavljene so iz 
linearno razporejenih tetrapirol obročev in so strukturno sorodne barviloma bilirubinu in 
biliverdinu (Muramatsu in Hihara, 2012). Spekter prostega fikobilina se razlikuje od spektra 
na protein vezanega fikobilina. Fikobilin je indikator konformacijskega stanja proteina, kar 
omogoča spremljanje denaturacije fikobiliproteina s standardnimi spektroskopskimi 
metodami. Med denaturacijo se namreč spremeni konformacija kromoforja; iz linearne v 
nativnem stanju, v ciklično, podobno prostemu kromoforju (slika 1) (Stanic Vucinic in sod., 
2018). Na sliki 2 so predstavljene štiri glavne oblike fikobilinov, zastopanih v 
cianobakterijah: fikocianobilin, fikoeritrobilin, fikourobilin in fikoviolobilin (Kuddus in 
sod., 2013).  
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Slika 1: Prosta in vezana oblika fikoeritrobilina, predstavnika fikobilinov (Zhao in sod., 2007) 
 
 
 
Slika 2: Glavne oblike kromoforjev, zastopanih v cianobakterijah, njihova kemijska struktura in absorpcijski 
maksimumi (Grossman in sod., 1993) 
 
Najpogosteje omenjeni predstavniki fikobiliproteinov so fikocianin, alofikocianin in 
fikoeritrin. Ločimo jih glede na njihove spektralne značilnosti, ki so opisane v preglednici 
1. Spirulina tvori dva predstavnika fikobiliproteinov: fikocianin in v manjši meri (10x manj) 
alofikocianin (Sotiroudis T. G. in Sotiroudis G. T., 2013), nekatere raziskave (Walter in sod., 
2011; Ajayan in sod., 2012) pa navajajo, da poleg fikocianina in alofikocianina spirulina 
vsebuje tudi manjše količine fikoeritrina. 
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Preglednica 1: Karakteristične valovne dolžine absorpcijskih in emisijskih maksimumov posameznih 
predstavnikov fikobiliproteinov (Sonani in sod., 2016) 
Predstavnik λA maks. λF maks. 
Fikocianin 610-620 nm 645-653 nm 
Alofikocianin 650-655 nm 657-660 nm 
Fikoeritrin 540-570 nm 575-590 nm 
 
Fikocianin je intenzivno modre barve. Sestavljen je iz α in β podenot, velikosti ~18 kDa in 
~19 kDa, ki tvorita αβ monomere, ki dalje agregirajo v trimere (αβ)3 in heksamere (αβ)6. 
Heksameri so funkcionalne enote fikobilisomov. Barvo in intenzivno fluorescenco 
fikocianinu dajejo kovalentno vezane molekule fikocianobilina; ena na Cys-84 na α-
podenoti, ter dve na Cys-82 ter Cys-153 na β-podenoti (Stanic-Vucinic in sod., 2018). 
Spirulina predstavlja bogat in poceni vir fikocianina, njegova vsebnost pa je odvisna od 
okoljskih pogojev (Martelli in sod., 2014). 
 
Alofikocianin ima podobne strukturne in fizikalno-kemijske lastnosti kot fikocianin, s to 
razliko, da β-podenota alofikocianina veže le eno molekulo fikocianobilina na Cys-84 
(Stanic-Vucinic in sod., 2018). Nekatere raziskave (Cohen, 1997; Ajayan in sod., 2012) 
navajajo, da je zmožnost absorpcije svetlobe v cianobakterijah odvisna od razmerja med 
fikocianinom in alofikocianinom. Spirulina dobro absorbira svetlobo, njeno razmerje med 
fikocianinom in alofikocianinom je visoko, saj znaša približno 3 : 1. Fikocianin in 
alofikocianin sta v spirulini dominantna proteina in predstavljata do 20 % skupnih proteinov 
(Ajayan in sod., 2012). 
 
Fikoeritrin pri številnih cianobakterijah, predvsem pa v rdečih algah, predstavlja glavni 
protein pri absorpciji svetlobe. Razširja zmožnost absorpcije svetlobe fikobilisoma od 
rdečega do zelenega območja spektra vidne svetlobe (Ajayan in sod., 2012). Ima strukturo 
heksamera (αβ)6. Na α podenoto ima vezane štiri, na β podenoto pa dve molekuli 
fikoeritrobilina. Pri nekaterih cianobakterijah se fikoeritrin pojavlja v alternativni obliki kot 
fikoeritrocianin s fikoviolobilinom kot kromoforjem (Dumay in Morançais, 2016). 
 
Fikobiliproteini tvorijo fikobilisome (slika 3), ki se nahajajo na zunanji površini tilakoidne 
membrane (Muramatsu in Hihara, 2012). Fikobilisomi so zgrajeni na način, da lahko 
učinkovito absorbirajo in transportirajo svetlobno energijo proti fotosistemu. 80 % mase 
fikobilisoma predstavljajo fikobiliproteini, preostalih 20 % pa povezovalni proteini. Njihova 
vloga je povezovanje in stabilizacija fikobilisoma, poleg tega pa sodelujejo pri optimizaciji 
absorpcijskih lastnosti in prenosu energije preko fikobiliproteinov z enosmernim tokom od 
perifernih fikobiliproteinov, skozi jedro fikobilisoma do reakcijskega centra fotosistema 
(Sonani in sod., 2016). Fikocianin se nahaja na periferiji in je glavni sestavni del 
fikobilisoma, poleg njega pa na periferiji lahko najdemo tudi fikoeritrin in fikoeritrocianin 
(Singh in sod., 2012). Alofikocianin sestavlja jedro fikobilisoma in deluje kot povezovalna 
molekula med fikobilisomom in fotosintetsko lamelo (Ajayan in sod., 2012). 
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Slika 3: Shematski prikaz sestave fikobilisoma (Pagels in sod., 2019) 
 
2.2.2 Antioksidativna aktivnost fikobiliproteinov 
 
Antioksidativne spojine organizem proizvaja kot obrambni mehanizem pred oksidativnim 
stresom. Vzrok za oksidativni stres je kopičenje reaktivnih kisikovih zvrsti (ang. reactive 
oxygen species, ROS). Nevtralizacija ROS lahko poteče z encimskimi in neencimskimi 
mehanizmi. Fikocianin na ROS deluje antioksidativno z neencimskimi mehanizmi (Pagels 
in sod., 2019). Proteini, ki vsebujejo kromoforne prostetične skupine, lahko v bioloških 
sistemih ROS tako tvorijo kot jih lovijo. Fikocianin pri svetlobi tvori hidroksilne radikale, v 
temi pa jih lovi. Pri višji koncentraciji fikocianina se tvori manj ROS (Zhan-Ping in sod., 
2005). Fikocianin ima izredno visoko antioksidativno aktivnost, kar je dokazano tako z in 
vitro (Romay in sod., 1998; Bhat in Madyastha, 2001; Benedetti in sod., 2004) kot tudi in 
vivo raziskavami (Romay in sod., 1998; Riss in sod., 2007). Ne lovi le peroksilnih, 
alkoksilnih, hidroksilnih in superoksidnih radikalov, ampak tudi inhibira lipidno 
peroksidacijo, ki jo povzročijo ROS (Romay in sod., 2003).  
 
Zhou in sod (2005) so na primeru fikocianina ugotovili, da z denaturacijo proteina 
hidroksilni radikali ne nastajajo več, poveča pa se antioksidativna aktivnost iz česar lahko 
sklepamo, da k antioksidativni aktivnosti v večji meri prispeva kromoforni del molekule - 
fikocianobilin, zanemarljiva pa ni tudi vloga apoproteina. Eden od mehanizmov, s katerim 
fikocianobilin odstranjuje ROS v bioloških sistemih, je inhibicija encima NADPH oksidaze. 
To mu omogoča sposobnost redukcije v analogno spojino fikocianorubin. Visoka aktivnost 
NADPH oksidaze povzroča oksidativni stres in s tem pripomore k številnim patološkim 
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stanjem (McCarty, 2007). Fikocianin ima v primerjavi s fikocianobilinom boljšo 
antioksidativno aktivnost lovljenja reaktivnih dušikovih spojin, ravno zaradi interakcij, ki 
potečejo med tirozinskimi in triptofanskimi ostanki apoproteina (Bhat in Madyastha, 2001). 
Fikocianin antioksidativno deluje tudi na singletni kisik, vodikov peroksid ter na določene 
radikale, ki niso naravnega izvora, kot je 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Fernandez-
Rojas in sod., 2014). Chen in sod. (2017) v svoji raziskavi opisujejo antioksidativno 
delovanje tako proteinskega kot tudi kromofornega dela molekule fikobiliproteina na radikal 
DPPH. 
 
Antioksidativno aktivnost tako fikocianobilina kot fikocianina so dokazali tudi Benedetti in 
sod. (2010) z metodo ORAC (ang. Oxygen Radical Absorbance Capacity). Če primerjamo 
IC50 vrednosti (koncentracija, pri kateri ima antioksidativna snov 50 % učinkovitost 
inhibicije peroksidativne aktivnosti), je fikocianin 16 x bolj učinkovit antioksidant v 
primerjavi s troloksom in 20 x bolj učinkovit v primerjavi z askorbinsko kislino (Chopra in 
Bishnoi, 2008). Romay in Gonzales (2000) sta v svoji študiji dokazala, da ni razlik v 
antioksidativni aktivnosti med fikocianinom, pridobljenim iz spiruline, ki je bila predhodno 
sušena z razprševanjem in fikocianinom, pridobljenim iz sveže biomase.  
 
2.2.3 Uporaba fikobiliproteinov  
 
Fikobiliproteini se v živilski industriji uporabljajo kot naravna barvila, emulgatorji ter kot 
zgoščevalna in želirna sredstva. Fikocianin, izoliran iz spiruline, se uporablja kot naravno 
barvilo v živilskih izdelkih, kot so žvečilni gumi, mlečni izdelki in želeji. Čeprav ima v 
primerjavi z drugimi naravnimi barvili nižjo toplotno in svetlobno obstojnost, je fikocianin 
zaradi svojih koristnih učinkov na zdravje bolj zaželen. Fikobiliproteini se uporabljajo tudi 
v fermentiranih mlečnih izdelkih, sladoledih in brezalkoholnih pijačah. Pri sobni temperaturi 
ohranijo barvo vsaj 1 mesec (Wu in Ho, 2008; Sonani in sod., 2016).  
 
Naravna barvila so vedno bolj iskana alternativa sintetičnim barvilom (Hemalata in Fatma, 
2009). V primerjavi z drugimi naravnimi barvili je modrih malo, saj mora kompleksna 
kombinacija molekulskih lastnosti absorbirati rdečo svetlobo valovne dolžine okrog 600 nm. 
Glavni vir modre barve pri rastlinah in eno od treh trenutno dovoljenih naravnih modrih 
barvil so antocianini, vendar je njihova barva odvisna od pH in so zato manj primerni za 
uporabo v živilski industriji. Drugo dovoljeno naravno barvilo je Gardenija modro, tretje pa 
vodni ekstrakt spiruline. Nobeden od odkritih naravnih modrih barvil še ni dosegel odtenka, 
sijaja in obstojnosti Briljantno modrega FCF (E133), ki je eno najbolj uporabljenih 
sintetičnih modrih barvil za živila. Fikobiliproteini v ekstraktu spiruline, še posebej 
fikocianin, s svojo intenzivnostjo lahko konkurirajo sintetičnim barvilom, zaradi česar je to 
barvilo veliko bolj sprejemljivo in omogoča neopazen prehod s sintetičnih na naravne barve 
za obstoječe živilske izdelke. Poleg tega se lahko spirulina trajnostno proizvaja v ogromnih, 
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skoraj neomejenih količinah in z visoko koncentracijo barvil zagotavlja njihovo ekstrakcijo 
na stroškovno učinkovit način (Newsome in sod., 2014). 
 
Poleg uporabe v živilski industriji se fikocianin uporablja tudi kot barvilo v kozmetični 
industriji - šminkah, črtalih in senčilih (Pandey in sod., 2013). Liu in sod (2011) v svoji 
raziskavi navajajo, da imajo fikobiliproteini s svojo antioksidativno aktivnostjo in 
zmožnostjo zaščite pred UVB sevanjem velik potencial za uporabo v kremah za sončenje ter 
v izdelkih za nego kože. Castangia in sod. (2016) so dokazali tudi antioksidativne učinke 
fikocianina in vitro na celičnih kulturah, toda še vedno ni znano, če fikocianin za vstop v 
celico potrebuje transportni protein, zato je v izdelkih za kožo ter kot zaščita pred 
oksidativnim stresom, fikocianin karakteriziran kot spojina z omejeno biodostopnostjo 
zaradi velike molekulske mase in se zato uporablja kapsuliran v hialurosomih kot 
prenašalcih. 
 
Namembnost in cena fikocianina sta odvisni od njegove čistosti, ki jo ovrednotimo s t.i. 
faktorjem čistosti. Ta se določi kot  kot razmerje absorbanc pri valovnih dolžinah 620 nm in 
280 nm (A620/A280). Pri vrednostih višjih od 0,7 gre za »food grade« čistost, pri vrednostih 
nad 3,9 gre za »reagent grade«, pri vrednostih večjih od 4,0 pa za »analytical grade« (Vernes 
in sod., 2015). Antioksidativna aktivnost fikobiliproteinov narašča s čistostjo (Tello in sod., 
2011). 
 
Uporabnost fikobiliproteinov v analitskih metodah in biomedicini temelji na njihovih 
unikatnih fizikalnih in spektroskopskih lastnostih (Glazer, 1994). Fikobiliproteini se 
uporabljajo v pretočni citometriji, fluorescentni mikroskopiji, za fluorescentne imunske teste 
ter kot proteinski označevalci pri elektroforetskih tehnikah (Sonani in sod., 2016). 
Fikocianin ima dokazane terapevtske učinke antikancerogenosti, protivnetnega delovanja, 
protimikrobnega ter protivirusnega delovanja, pozitiven vpliv na imunski sistem in 
varovalno deluje na ledvica in jetra. Zaradi omenjenih lastnosti predstavlja velik potencial 
za uporabo v farmacevtski industriji ter medicini (Liu in sod., 2016). 
 
2.3 MLEČNOKISLINSKA FERMENTACIJA 
 
Fermentacija je eden najstarejših načinov predelave živil. Povzroči spremembe v profilu in 
vrsti prisotnih bioaktivnih spojin in lahko z metabolno aktivnostjo mikroorganizmov izboljša 
zdravju koristne učinke fermentiranega živila. S fermentacijo podaljšamo obstojnost živila 
ter vplivamo na njegove senzorične in funkcionalne lastnosti. Mlečnokislinska fermentacija 
je ena od pogosteje uporabljenih vrst fermentacije. Z mlečnokislinsko fermentacijo se 
izboljša hranilna vrednost živila, saj se zmanjša vsebnost sladkorjev, sintetizirajo pa se 
eksopolisaharidi in sekundarni metaboliti, kot so kratkoverižne maščobne kisline in vitamini. 
Te transformacije vplivajo na dostopnost in razpoložljivost sestavin fermentiranih živil in 
posledično spremenijo njihov prehranski profil. Izboljšanje funkcionalnih lastnosti živil med 
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fermentacijo izhaja iz več mehanizmov: izboljšanje biorazpoložljivosti s hidrolizo 
polimerov, nastanek bioaktivnih metabolitov, odstranjevanje snovi kot so fitati, tanini in 
saponini ter povečanje vsebnosti fenolnih snovi, s čimer se poveča tudi antioksidativna 
aktivnost. Vsi ti mehanizmi pozitivno vplivajo na absorpcijo bioaktivnih snovi v črevesju 
(Septembre-Malaterre in sod., 2018).  
 
Mlečnokislinske bakterije so sposobne razgradnje rastlinske in cianobakterijske celične 
stene s hidrolizo, zaradi česar pride do pretvorbe kompleksnih organskih spojin v manjše 
molekule z večjo bioaktivnostjo. Lactobacillus plantarum je med mlečnokislinskimi 
bakterijami še posebej zanimiv zaradi sposobnosti tvorbe encimov, ki s presnovo fenolnih 
spojin vplivajo na antioksidativno aktivnost in nastanek aromatičnih spojin (Marco Castro 
in sod., 2019). 
 
2.3.1 Mlečnokislinska fermentacija mikroalg vrste A. platensis 
 
V literaturi najdemo malo raziskav o mlečnokislinski fermentaciji spiruline. Največkrat 
opisujejo pozitiven vpliv dodatka spiruline na rast mlečnokislinskih bakterij. Eno takih 
raziskav so opravili Liu in sod. (2011). Mlečnokislinskim bakterijam, inokuliranih v kravje 
mleko, so dodali spirulino v prahu ter po 48 urah fermentacije brozgo filtrirali in liofilizirali. 
Tako pripravljen fermentacijski produkt so uporabili za primerjanje lastnosti fermentirane 
spiruline z nefermentirano. Pri fermentirani spirulini so opazili višjo antioksidativno 
aktivnost in boljšo zaščito pred UV sevanjem. Višja je bila tudi vsebnost skupnih fenolov, 
kar nakazuje na razgradnjo celične stene spiruline med fermentacijo in sprostitev bioaktivnih 
molekul.  
 
Niccolai in sod. (2018) so prvi dokazali primernost spiruline kot samostojnega substrata za 
mlečnokislinsko fermentacijo z bakterijami vrste Lb. plantarum. V raziskavi so uporabili 
liofilizirano biomaso spiruline, rehidrirano z vodo in v fermentirani spirulini dokazali višjo 
vsebnost skupnih fenolov ter antioksidativno aktivnost v primerjavi z nefermentirano.  
 
Tudi Marco Castro in sod. (2019) so ugotovili, da mlečnokislinska fermentacija vpliva na 
prehranske lastnosti spiruline. Sveži biomasi spiruline so dodali dvakrat destilirano vodo v 
razmerju 1 : 5 in inokulirali z bakterijami vrste Lb. plantarum. Fermentacija je potekala 72 
ur z vzorčenji vsakih 12 ur. Pri fermentirani spirulini so zaznali povišano vsebnost 
fikocianina in vsebnost skupnih fenolov, vendar je slednja po 36 urah fermentacije upadla. 
Antioksidativna aktivnost, določena z DPPH metodo, je bila pri fermentirani spirulini višja 
že po 24 urah, spremljali pa so tudi fragmentacijo proteinov s SDS-PAGE elektroforezo in 
po 36 urah fermentacije opazili spremembo v proteinski sestavi. 
 
Še eden od pomembnih vplivov mlečnokislinske fermentacije na spirulino je sprememba 
senzoričnih lastnosti. Bao in sod. (2018) navajajo, da mlečnokislinska fermentacija spiruline 
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z uporabo bakterij vrste Lb. plantarum in Bacillus subtilis zniža vsebnost neželenih hlapnih 
spojin in poveča vsebnost acetoina in arom, ki vplivajo na kremasto aromo spiruline. 
Navajajo tudi, da se je v 24 urah fermentacije hidroliziralo 30 % proteinov, kar je zvišalo 
vsebnost polipeptidov za 16-19 % in vsebnost prostih aminokislin za 6-19 %.  
 
Pagon A. Ekstrakcija in karakterizacija fikobiliproteinov ... pred in po mlečnokislinski fermentaciji. 13 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA 
 
 
Slika 4: Shematski prikaz poteka eksperimentalnega dela 
DVOSTOPENJSKO OBARJANJE Z 
AMONIJEVIM SULFATOM
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neferment. 
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UV-VIS SPEKTROSKOPSKA 
ANALIZA 
ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST                                       
in vitro  / in vivo                     
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MIKROALGNA PASTA                                    
(mikroalgna biomasa + FR)
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 MLEČNOKISLINSKA 
FERMENTACIJA                          (30 
°C; 24 h, 48 h, 72 h)
Liofilizacija
NEMEHANSKA METODA 
EKSTRAKCIJE                             
(natrijev fosfatni pufer pH=6,8;                        
4 °C, 8 h, stresalnik)
MEHANSKA METODA 
EKSTRAKCIJE                                       
(1 % CaCl, 10 minutna ultrasonifikacija)
FERMENTIRANA MIKROALGNA   
PASTA
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3.2 MATERIAL 
 
3.2.1 Arthrospira platensis (Spirulina platensis)  
 
Mikroalgno biomaso iz obrata za gojenje spiruline Severino Becagli v Toskani je prispevalo 
podjetje Algen d.o.o. Svežo biomaso smo ob prejemu aseptično alikvotirali ter zamrznili na 
-20 °C do uporabe. 
 
3.2.2 Mikroorganizmi 
 
3.2.2.1 Lactobacillus plantarum 
 
Za mlečnokislinsko fermentacijo mikroalg smo uporabili naslednjo delovno kulturo, ki smo 
jo pridobili z Inštituta za mlekarstvo in probiotike, Oddelka za Zootehniko Biotehniške 
fakultete, Univerze v Ljubljani:  
 
- Lactobacillus plantarum LMG 6907 
 
3.2.2.2 Saccharomyces cerevisiae 
 
Za določitev antioksidativne aktivnosti in vivo smo uporabili naslednjo delovno kulturo iz 
zbirke industrijskih mikroorganizmov (ZIM), Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in 
varnost živil, Oddelka za živilstvo, Biotehniške fakulteta, Univerze v Ljubljani: 
 
- Saccharomyces cerevisiae ZIM 2155 
 
3.2.3 Gojišča 
 
3.2.3.1 Tekoče gojišče MRS 
 
Tekoče gojišče MRS smo uporabili za pripravo inokuluma bakterij vrste Lb. plantarum. 1,56 
g MRS bujona (Merck) smo raztopili v 30 mL destilirane vode (dH2O). Pripravljeno gojišče 
smo sterilizirali 15 minut pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1 bar. 
 
3.2.3.2 Trdno gojišče YEPD 
 
Trdno gojišče YEPD (ang. Yeast Extract Peptone Dextrose) smo uporabili za kultivacijo 
kvasovk vrste S. cerevisiae. 
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Preglednica 2: Sestava trdnega gojišča YEPD 
Sestavina Količina Koncentracija 
Kvasni ekstrakt (Biolife) 5 g 1 % (m/v) 
Kazein pepton (Biolife) 10 g 2 % (m/v) 
Glukoza (Merck) 10 g 2 % (m/v) 
Agar (Biolife) 10 g 2 % (m/v) 
Z dH2O dopolnimo do 500 mL 
 
Pripravljeno gojišče smo sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1 bar. 
Tako sterilizirano gojišče smo ohladili do temperature 50 °C in ga aseptično vlili na petrijeve 
plošče. Do uporabe smo jih hranili na sobni temperaturi. 
 
3.2.3.3 Tekoče gojišče YEPD 
 
Tekoče gojišče YEPD (ang. Yeast Extract Peptone Dextrose) smo uporabili za kultivacijo 
kvasovk vrste S. cerevisiae do stacionarne faze rasti. 
 
Preglednica 3: Sestava tekočega gojišča YEPD 
Sestavina Količina Koncentracija 
Kvasni ekstrakt (Biolife) 5 g 1 % (m/v) 
Kazein pepton (Biolife) 10 g 2 % (m/v) 
Glukoza (Merck) 10 g 2 % (m/v) 
Z dH2O dopolnimo do 500 mL 
 
Pripravljeno gojišče smo sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1 bar. 
 
3.2.4 Raztopine in reagenti 
 
Za analize smo uporabili naslednje analitsko čiste reagente: 
 
- Amonijev sulfat (Merck) 
- L-askorbinska kislina (Sigma) 
- 90 % mlečna kislina (Sigma) 
- 98 % ocetna kislina (Merck) 
 
3.2.4.1 Fiziološka raztopina (FR) 
 
Fiziološko raztopino smo uporabili pri pripravi mikroalgne paste ter pri pripravi inokuluma 
bakterij vrste Lb. plantarum. 
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Preglednica 4: Sestava fiziološke raztopine 
Sestavina Količina Koncentracija 
NaCl (Sigma-Aldrich) 9 g 0,9 % (m/v) 
Z dH2O dopolnimo do 1000 mL 
 
Fiziološko raztopino smo sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1 bar. 
 
3.2.4.2 50 mM Natrijev fosfatni pufer (pH = 6,8) 
 
Natrijev fosfatni pufer smo uporabili pri nemehanski ekstrakciji fikobiliproteinov in kot 
medij za raztopino fikobiliproteinov po obarjanju tako pri nemehanski kot tudi pri mehanski 
metodi ekstrakcije. Ločeno smo pripravili bazično in kislo komponento. Za bazično 
komponento smo zatehtali ustrezno količino Na2HPO4, za kislo pa NaH2PO4 x 2H2O ter ju 
ločeno raztopili v ddH2O. Puferno mešanico smo pripravili tako, da smo bazični raztopini 
počasi in ob konstantnem spremljanju s pH-metrom dolivali raztopino kisle komponente do 
končnega pH = 6,8. 
 
Preglednica 5: Sestava bazične komponente Na-fosfatnega pufra (Na2HPO4) 
Sestavina Količina Koncentracija 
Na2HPO4 (Merck) 7,098 g 0,71 % (m/v) 
Z ddH2O dopolnimo do 1000 mL 
 
Preglednica 6: Sestava kisle komponente Na-fosfatnega pufra (NaH2PO4 x 2H2O) 
Sestavina Količina Koncentracija 
NaH2PO4 x 2H2O (Merck) 7,801 g 0,78 % (m/v) 
Z ddH2O dopolnimo do 1000 mL 
 
Natrijev fosfatni pufer smo sterilizirali 15 minut pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1 bar. 
 
3.2.4.3 1 % (m/v) raztopina kalcijevega klorida (CaCl2) 
 
1 % (m/v) raztopino kalcijevega klorida smo uporabili pri ekstrakciji fikobiliproteinov po 
metodi B. 
 
Preglednica 7: Sestava 1 % raztopine CaCl2 
Sestavina Količina Koncentracija 
CaCl2 (Glentham Life Sciences) 5,029 g 1,00 % (m/v) 
Z dH2O dopolnimo do 500 mL 
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3.2.4.4 165 μM raztopina 2,2-difenil-1-pikrilhidrazila 
 
Raztopino 2,2-difenil-1-pikrilhidrazila (DPPH) smo uporabili pri določevanju 
antioksidativne aktivnosti in vitro. Uporabili smo sveže pripravljeno raztopino. 
 
Preglednica 8: Sestava 165 μM raztopine DPPH 
Sestavina Količina Koncentracija 
DPPH (Sigma-Aldrich) 0,0013 g 165 μM 
Z metanolom dopolnimo do 20 mL 
 
3.2.4.5 PBS pufer 
 
PBS pufer smo uporabili pri spiranju in vzdrževanju kulture S. cerevisiae v stacionarni fazi 
rasti. Tabletko PBS (Oxoid) smo raztopili v 100 mL ddH2O. Sestava PBS pufra je opisana v 
Preglednici 11. 
 
Preglednica 9: Sestava PBS pufra 
Sestavina Količina Koncentracija 
Na2HPO4 1,15 g 1,15 % (m/v) 
KH2PO4 0,2 g  0,2 % (m/v) 
NaCl 0,8 g 0,8 % (m/v) 
KCl 0,2 g 0,2 % (m/v) 
Z ddH2O dopolnimo do 100 mL 
 
PBS pufer smo sterilizirali 15 minut pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1 bar. 
 
3.2.4.6 50 mM Kalijev fosfatni pufer (pH = 7,8) 
 
Kalijev fosfatni pufer smo uporabili pri določanju antioksidativne aktivnosti in vivo. Ločeno 
smo pripravili bazično in kislo komponento. Za bazično komponento smo zatehtali ustrezno 
količino K2HPO4, za kislo pa KH2PO4, ter ju ločeno raztopili v ddH2O. Puferno mešanico 
smo pripravili tako, da smo bazični raztopini počasi in ob konstantnem spremljanju s pH-
metrom dolivali raztopino kisle komponente, do končnega pH = 7,8. 
 
Preglednica 10: Sestava bazične komponente K-fosfatnega pufra (K2HPO4) 
Sestavina Količina Koncentracija 
K2HPO4 (Kemika) 4,35 g 50 mM 
Z ddH2O dopolnimo do 500 mL 
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Preglednica 11: Sestava kisle komponente K-fosfatnega pufra (KH2PO4) 
Sestavina Količina Koncentracija 
KH2PO4 (Kemika) 3,40 g 50 mM 
Z ddH2O dopolnimo do 500 mL 
 
Pred uporabo smo kalijev fosfatni pufer filtrirali skozi 0,2 μm filter. 
 
3.2.4.7 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA) 
 
Barvilo H2DCFDA smo uporabili pri določanju antioksidativne aktivnosti in vivo. 
 
Preglednica 12: Sestavine barvila H2DCFDA 
Sestavina Količina Koncentracija 
H2DCFDA (Cayman chemical company) 0,00245 g 1 mM 
Z 96 % etanolom dopolnimo do 5 mL 
 
3.2.5 Laboratorijska oprema 
  
Poleg standardne laboratorijske opreme, smo pri delu uporabili tudi naslednje aparature in 
naprave: 
 
3.2.5.1 Priprava gojišč, raztopin in reagentov 
 
- Brezprašna komora LFVP 15 (Iskra Pio) 
- Analitska tehtnica ME204 (Mettler toledo)  
- Magnetno mešalo (Tehtnica) 
- Parni sterilizator (Sutjeska) 
- pH meter SevenMulti (Mettler toledo) 
- Tehtnica (Sartorius) 
- Spektrofotometer MA 9510 (Iskra) 
 
3.2.5.2 Mlečnokislinska fermentacija sveže biomase spiruline 
 
- Brezprašna komora LFVP 15 (Iskra Pio) 
- Mešalo Vibromix 10 (Tehtnica) 
- Stresalnik Vibromix 403 (Tehtnica) 
- Tehtnica PFB 2000-2 (Kern) 
- Inkubator (Kambič) 
- Centrifuga Eppendorf 5415 C 
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3.2.5.3 Ekstrakcija fikobiliproteinov  
 
- Stresalna plošča (Biometra) 
- Centrifuga z možnostjo hlajenja (Sigma) 
- Liofilizator ALPHA 1-2 / LD Plus (CHRIST)  
- Ultrasonifikator Vibra-cell (Sonics) 
 
3.2.5.4 Dvostopenjsko obarjanje z amonijevim sulfatom 
 
- Analitska tehtnica ME204 (Mettler toledo)  
- Magnetno mešalo (Tehtnica) 
- Centrifuga Centric 200 (Tehtnica) 
- Centrifuga z možnostjo hlajenja (Sigma) 
 
3.2.5.5 UV-VIS spektroskopska analiza 
 
- Spektrofotometer Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech) 
 
3.2.5.6 Določitev antioksidativnega delovanja in vitro 
 
- Čitalec Safire2 (Tecan) 
 
3.2.5.7 Določitev antioksidativnega delovanja in vivo 
 
- Brezprašna komora LFVP 122 (Iskra Pio) 
- Stresalnik Multitron (Infos HT) 
- Komora IG150 (Jouan) 
- Centrifuga MiniSpin (Eppendorf) 
- Varioskan LUX multimode microplate reader 
 
3.3 METODE DELA 
 
3.3.1 Mlečnokislinska fermentacija 
 
3.3.1.1 Priprava inokuluma bakterij vrste Lb. plantarum 
 
Inokulum smo pripravili tako, da smo v 20 mL steriliziranega gojišča MRS (točka 3.2.3.1) 
inokulirali 50 μL bakterij vrste Lb.plantarum LMG 6907 ter 19 ur inkubirali na stresalniku 
pri 150 obr./min na 30 °C do pozne eksponentne faze rasti. Rast smo spremljali z merjenjem 
optične gostote (OD) pri valovni dolžini 650 nm. Doseženo pozno eksponentno fazo smo 
prepoznali pri OD vrednosti med 1,5 in 1,6.  
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Spiranje bakterijske kulture je potekalo po sledečem postopku: 1 mL kulture smo 
centrifugirali 5 min pri 12000 obr./min. Supernatant smo odstranili, pelet resuspendirali v 1 
mL FR ter ponovili postopek centrifugiranja. Ponovno smo odstranili supernatant, dodali 1 
mL FR, premešali in dobljeno suspenzijo uporabili za inokulacijo vzorcev mikroalgne paste. 
 
3.3.1.2 Inokulacija mikroalgne paste 
 
Pred inokulacijo smo 10 g sveže mikroalgne biomase aseptično dodali 10 mL FR (točka 
3.2.4.1). Tako pripravljeno zmes smo poimenovali pasta. Mikroalgno pasto smo temeljito 
premešali s sterilno plastično palčko ter nato inokulirali (1 % (v/v) inokulum - 200 μL). 
Inkubacija je potekala 72 ur na 30 °C, fermentacijo smo prekinili z zamrzovanjem. Pri 
kontrolnih nefermentiranih vzorcih smo mikroalgni pasti dodali le FR in vzorec takoj 
zamrznili. 
 
Vse analize smo izvedli v dveh ponovitvah. Mlečnokislinska fermentacija je potekala v 50-
mL falkon epruvetah, vsak čas vzorčenja tekom fermentacije (24, 48, 72 ur) je predstavljala 
svoja epruveta. 
 
3.3.1.3 Negativna kontrola 
 
Z negativno kontrolo smo želeli preveriti, če sprememba pH med mlečnokislinsko 
fermentacijo vpliva na spremembo barve preiskovane mikroalgne biomase. Uporabili smo 
raztopino 90 % mlečne kisline in 98 % ocetne kisline, v razmerju 4 : 1. Mikroalgni pasti (2 
g sveže biomase + 2 mL FR) smo dodali 200 μL raztopine kislin, da smo dosegli pH med 
3,5 in 4.  
 
3.3.2 Ekstrakcija in obarjanje fikobiliproteinov 
 
Predpogoj za izolacijo fikobiliproteinov je učinkovita ekstrakcija. V uporabi je več načinov 
ekstrakcije, ki jih delimo na mehanske in nemehanske. Med mehanskimi metodami se 
pogosto uporablja ultrasonifikacija, homogenizacija v terilnici ter homogenizacija z visokim 
pritiskom, med nemehanskimi pa zamrzovanje in odtajevanje, osmotski stres, uporaba kislin, 
uporaba encimov, organska solventna ekstrakcija in druge (Yu in sod., 2016; Roda-Serrat in 
sod., 2018). V nalogi smo ekstrakte mikroalgne paste pripravili na dva načina: z nemehansko 
in mehansko metodo ekstrakcije. 
 
3.3.2.1  Priprava ekstraktov 
 
Nemehansko metodo smo povzeli po Chen in sod. (2017) s to razliko, da smo metodo 
ultrasonifikacije izvzeli iz postopka, da bi lahko preverili vlogo mlečnokislinske 
fermentacije pri ekstrakciji. Ob gorilniku smo zatehtali 2 g fermentirane (t = 24, 48 in 72 h) 
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mikroalgne paste v 50-mL falkon epruveto in dodali 20 mL natrijevega fosfatnega pufra pH 
= 6,8 (točka 3.2.4.2). Pri nefermentiranih vzorcih smo zatehtali mikroalgno pasto, dodali 20 
mL natrijevega fosfatnega pufra ter premešali do homogenosti. Ekstrakcija je potekala 8 ur 
ob mešanju v temi pri 4 °C. Po osmih urah je sledilo 15-minutno centrifugiranje pri 10000 g 
na 4 °C. Supernatant smo prelili v 12-mL falkon epruvete in shranili na -20 °C. Supernatant 
je predstavljal ekstrakt za nadaljnje analize. 
 
Pri mehanski metodi ekstrakcije, povzeti in prirejeni po Herrera in sod. (1989), smo 
fermentirano (t = 24 h) in nefermentirano mikroalgno pasto liofilizirali. Liofilizat smo strli 
v terilnici, zatehtali 1 g ter ga raztopili v 20 mL 1 % raztopine kalcijevega klorida. Tako 
pripravljene vzorce smo za 10 minut izpostavili ultrazvočni sondi, pri 80 % amplitudi, z 10-
sekundnimi cikli in vmesnimi 3-sekundnimi intervali na ledu. Po končani ultrasonifikaciji 
smo vzorce 10 minut centrifugirali pri 10000 g. Centrifugiranje smo trikrat ponovili, vmes 
pa supernatant zbirali. Zbrani supernatant je predstavljal ekstrakt za nadaljnje analize. 
 
3.3.2.2 Obarjanje fikobiliproteinov iz ekstraktov z amonijevim sulfatom 
 
Fikobiliproteine v ekstraktu smo oborili z amonijevim sulfatom. V prvi stopnji smo želeli 
doseči 20 % (m/v) koncentracijo amonijevega sulfata. 4 mL ekstrakta (točka 3.3.2.1) smo 
odpipetirali v 25-mL čašo, ga postavili na magnetno mešalo, postopoma dodajali amonijev 
sulfat in nato prenesli v mikrocentrifugirke ter centrifugirali 15 min pri 10000 g. V drugi 
stopnji smo želeli doseči 45 % (m/v) koncentracijo amonijevega sulfata. Supernatant z 20 % 
(m/v) koncentracijo smo odpipetirali v novo čašo in mu na magnetnem mešalu ponovno 
postopoma dodajali amonijev sulfat, do dosežene koncentracije 45 % (m/v), ga prenesli v 
mikrocentrifugirke ter centrifugirali 25 min pri 10000 g, na 4 °C. Supernatant smo tokrat 
zavrgli. Sediment je predstavljal oborjene fikobiliproteine, ki smo jih v mikrocentrifugirkah 
kvantitativno združili in raztopili v 1 mL natrijevega fosfatnega pufra (točka 3.2.4.2). Tako 
pripravljene raztopine oborjenih fikobiliproteinov smo do nadaljnjih analiz shranili na -20 
°C. 
 
3.3.3 UV-VIS spektroskopska analiza fikobiliproteinov  
 
Za preverjanje zastopanosti posameznih predstavnikov fikobiliproteinov v ekstraktih (točka 
3.3.2.1) in raztopinah oborjenih fikobiliproteinov (točka 3.3.2.2) smo opravili UV-VIS 
spektroskopsko analizo. Primerno redčenim vzorcem smo posneli absorpcijski spekter UV-
VIS v območju (300-700 nm) in dodatno izmerili absorbance pri valovnih dolžinah, 
karakterističnih za posamezne predstavnike fikobiliproteinov. Meritve smo izvedli pri 
sledečih valovnih dolžinah: 280 (celokupni proteini), 560 (fikoeritrin), 620 (fikocianin) in 
650 (alofikocianin) nm (Rizzo in sod., 2015). Za redčenje smo uporabili natrijev fosfatni 
pufer (pH = 6,8) (točka 3.2.4.2). Razmerje med izmerjeno absorbanco pri karakteristični 
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valovni dolžini in izmerjeno absorbanco pri 280 nm smo ovrednotili kot faktor čistosti 
posameznega fikobiliproteina.  
 
3.3.4 Določitev antioksidativne aktivnosti in vitro z metodo DPPH 
 
Določitev temelji na reakciji med stabilnim radikalom DPPH in antioksidantom. 
Antioksidant odda vodikov atom in pri tem radikal preide v nereaktivno obliko DPPH-H. 
DPPH radikal absorbira svetlobo pri valovni dolžini 517 nm. Med reakcijo z antioksidantom 
se njegova vsebnost v reakcijski zmesi zmanjšuje, zato se zmanjšuje tudi absorbanca pri 
omenjeni valovni dolžini, kar opazimo kot spremembo barve iz vijolične v rumeno 
(Abramovič, 2011). 
 
Postopek določitve smo povzeli po Rajauria in sod. (2013). Uporabili smo 165 μM raztopino 
2,2-difenil-1-pikrilhidrazila (DPPH) v metanolu (točka 3.2.4.4). Analizo smo izvedli v 
mikrotiterski plošči. 100 μL ekstrakta (točka 3.3.2.1) oziroma raztopine oborjenih 
fikobiliproteinov (točka 3.3.2.2) smo dodali enako količino sveže pripravljene raztopine 
DPPH. Reakcijsko zmes smo 30 minut inkubirali v temi in nato izmerili absorbanco pri 
valovni dolžini 517 nm na mikrotiterskem čitalcu Safire2 (Tecan). 
 
Sposobnost lovljenja radikala DPPH smo določili z naslednjo enačbo: 
 
A = Aref – (Avz – Aoz)            ... (1) 
 
 
Aref..... izmerjena referenčna vrednost (100 μL metanola + 100 μL DPPH) 
Avz..... 100 μL vzorca + 100 μL DPPH 
Aoz..... 100 μL vzorca + 100 μL metanola 
 
Antioksidativno aktivnost ekstrakta oziroma raztopine oborjenih fikobiliproteinov smo 
izrazili v ekvivalentih askorbinske kisline (g/L). Ekvivalente smo izračunali s pomočjo 
umeritvene krivulje (priloga B). Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili založno 
raztopino L-askorbinske kisline (Sigma, Nemčija) v dH2O s koncentracijo 0,01 g/L.  
 
3.3.5 Določitev antioksidativne aktivnosti raztopine fikobiliproteinov in vivo 
 
3.3.5.1 Kultivacija in tretiranje kvasovk z raztopino fikobiliproteinov 
 
Kulturo kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 smo nacepili na trdno gojišče YEPD (točka 3.2.3.2) 
in inkubirali 72 ur na 28 °C. Tako pripravljeno kulturo smo uporabili za pripravo inokuluma. 
S trdnega gojišča YEPD smo kulturo precepili v 50 mL tekočega gojišča YEPD (točka 
3.2.3.3), dokler OD ni dosegla vrednosti 0,55. Nato smo 40 mL tako pripravljene kulture 
prenesli v 360 mL svežega tekočega gojišča YEPD in 65 ur inkubirali pri 220 obr./min na 
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28 °C do dosežene stacionarne faze rasti. Po inkubaciji smo kulturo prenesli v PBS (točka 
3.2.4.5). V 50-mL falkon epruvetah smo 4 minute pri 4000 obr./min centrifugirali 50 mL 
kulture, supernatant zavrgli, pelet pa resuspendirali v PBS pufru. Postopek centrifugiranja 
smo ponovili in nato 40 mL resuspendirane kulture prenesli v 160 mL svežega PBS pufra. 
Sledila je štiri dnevna inkubacija na 28 °C in 220 obr./min. 
 
Kvasovke smo tretirali z raztopino oborjenih fikobiliproteinov (točka 3.3.2.2). V 50-mL 
falkon epruvete smo prenesli 10 mL kvasne suspenzije in ji dodali 100 μL primerno redčene 
in filtrirane (velikost por 0,22 μm) raztopine oborjenih fikobiliproteinov nefermentirane in 
fermentirane spiruline (t = 24 h). Primerno redčitev smo posameznim vzorcem določili na 
tak način, da je bila absorbanca pri valovni dolžini 280 nm za vse vzorce enaka. S tem so 
imeli vsi vzorci enako koncentracijo proteinov. Pri kontrolnem vzorcu smo kvasni suspenziji 
dodali 100 μL natrijevega fosfatnega pufra (točka 3.2.4.2). Po tretiranju, ki je potekalo 2 uri 
pri 28 °C, na stresalniku z 220 obr./min, smo preverili antioksidativno aktivnost 
fikobiliproteinov z merjenjem ravni znotrajcelične oksidacije. 
 
3.3.5.2 Določanje ravni znotrajcelične oksidacije kvasovk po tretiranju z raztopino 
fikobiliproteinov 
 
Raven znotrajcelične oksidacijo kvasovk S. cerevisiae smo določali po postopku, ki so ga 
opisali Jakubowski in sod. (2000). Gre za določanje ravni znotrajcelične oksidacije z 
barvilom 2',7'-diklorodihidrofluoresceinom (H2DCF). V kvasno suspenzijo smo dodali 
reagent v obliki diacetat estra (H2DCFDA), ki zaradi svoje nepolarnosti prehaja preko 
celične membrane. V celici esteraze ta reagent deacetilirajo do 2',7'-
diklorodihidrofluoresceina (H2DCF), ki zaradi svoje polarne oblike ostane v celici, reagira z 
ROS in se oksidira do diklorofluoresceina (DCF). Koncentracijo DCF smo spremljali s 
pomočjo fluorimetra, kjer smo valovno dolžino vzbujevalne svetlobe nastavili na 488 nm, 
intenziteto emitirane svetlobe pa smo spremljali pri valovni dolžini 520 nm. DCF tako deluje 
kot indikator znotrajcelične oksidacije. 
 
Dva mL tretirane kvasne suspenzije smo prenesli v mikrocentrifugirko in 5 minut 
centrifugirali pri 14000 obr./min. Supernatant smo odstranili in ga nadomestili z 2 mL 50 
mM kalijevega fosfatnega pufra (točka 3.2.4.6) ter celice resuspendirali. Postopek 
centrifugiranja in odstranjevanja supernatanta smo ponovili, peletu pa nato dodali 500 μL 
kalijevega fosfatnega pufra. 100 μL tako pripravljene suspenzije kvasnih celic smo prenesli 
v novo mikrocentrifugirko in dodali 890 μL kalijevega fosfatnega pufra ter v temi inkubirali 
10 minut pri 28 °C. Po inkubaciji smo suspenziji dodali še 10 μL barvila (H2DCFDA) ter 
ponovno inkubirali v temi, tokrat 30 minut na stresalniku pri 220 obr./min in 28 °C. Po 
končani inkubaciji smo suspenzije premešali in po 200 μL prenesli na črno mikrotitersko 
ploščo. Tako pripravljenim vzorcem smo na čitalcu Varioscan izmerili intenziteto 
fluorescence, nato pa istim vzorcem v prozorni mikrotitrski plošči za normalizacijo vrednosti 
fluorescence izmerili še optično gostoto (OD) pri valovni dolžini 650 nm. Rezultate smo 
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podali kot relativne vrednosti ravni znotrajcelične oksidacije tretiranih kvasovk v primerjavi 
s kontrolo. 
 
3.3.6 Statistična analiza rezultatov 
 
3.3.6.1 Povprečna vrednost 
 
Rezultate smo podali kot povprečne vrednosti meritev, izračunane po enačbi 2. 
 
?̅? =
1
𝑛
∑𝑥𝑖
𝑛
𝑖=1
 
           . . . (2) 
?̅?.....povprečna vrednost 
n.....število vzorcev 
𝑥𝑖.....vrednost i-te meritve 
 
3.3.6.2 Standardni odklon 
 
Statistično razpršenost smo izrazili s standardnim odklonom, izračunanim po enačbi 3. 
 
𝑠 = √
∑ (𝑥 − ?̅?)2𝑛𝑖=1
𝑛 − 1
 
. . . (3) 
s.....standardni odklon 
n.....število vzorcev 
x.....vrednost i-te meritve 
?̅?.....povprečna vrednost 
 
3.3.6.3 Statistična primerjava rezultatov 
 
Za ugotavljanje statistično značilnih razlik med nefermentiranimi in fermentirani vzorci smo 
uporabili Student`s t-test, kjer z uporabo zgornje meje tveganja p < 0,05 lahko z več kot 95 
% verjetnostjo trdimo, da se vzorca statistično značilno razlikujeta. 
Pagon A. Ekstrakcija in karakterizacija fikobiliproteinov ... pred in po mlečnokislinski fermentaciji. 25 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
V magistrski nalogi smo preučevali vpliv mlečnokislinske fermentacije na karakteristike 
fikobiliproteinov mikroalge A. platensis. Analizirali smo čistost fikobiliproteinov ter njihovo 
antioksidativno aktivnost in vitro ter in vivo. Analize smo izvedli z ekstrakti mikroalge in 
raztopinami oborjenih fikobiliproteinov.  
 
V prvem delu eksperimentalnega dela smo izvedli mlečnokislinsko fermentacijo z 
bakterijami vrste Lb. plantarum kot startersko kulturo. Mikroalgo A. platensis smo uporabili 
kot samostojni substrat in izpeljali mlečnokislinsko fermentacijo pri pogojih, ki so bili 
optimizirani v okviru magistrske naloge (Mahnič, 2019). Mlečnokislinsko fermentacijo 
mikroalgne paste smo izvajali 24, 48 in 72 ur. Pri tem smo spremljali spremembo barve 
biomase iz zelene pred fermentacijo v živo modro po fermentaciji. Da bi izločili možnost, 
da je sprememba barve posledica znižanja pH med mlečnokislinsko fermentacijo, smo 
izvedli test negativne kontrole, kjer smo mikroalgno pasto umetno zakisali z raztopino (90 
% mlečna kislina in 98 % ocetna kislina, v razmerju 4 : 1), da smo dosegli pH med 3,5 in 4. 
Ker med testom barva paste ni prešla v modro, temveč v temno zeleno, lahko trdimo, da 
sprememba barve mikroalgne biomase iz zelene v modro ni posledica znižanja pH.  
 
Modra barva spiruline je posledica vsebnosti fikobiliproteinov in njihovih kromoforjev, ki 
imajo karakteristične absorpcijske maksimume v modrem spektru vidne svetlobe. V celicah 
spiruline se fikobiliproteini nahajajo na zunanji površini tilakoidne membrane (Pan-utai in 
Iamtham, 2019), mlečnokislinske bakterije pa imajo sposobnost razgradnje celične stene 
cianobakterij s hidrolizo (Marco Castro in sod., 2019), kar vodi v sprostitev znotrajceličnega 
matriksa in posledično vidno spremembo barve. Yan in sod. (2010) navajajo, da so 
fikobiliproteini pri vrednostih pH nižjih od 4 nestabilni, kar privede do razvijanja terciarne 
strukture, čemur najverjetneje lahko pripišemo nastanek temno zelene barve mikroalgne 
biomase pri testu negativne kontrole. 
 
Na ekstrakcijo fikobiliproteinov vpliva več faktorjev. Pomembna je izbira topila in izbira 
metode, s katero odpremo celično steno mikroalge, poleg tega na učinkovitost ekstrakcije 
vplivata tudi koncentracija biomase ter čas ekstrakcije. V nalogi smo fermentirano in 
nefermentirano mikroalgno pasto ekstrahirali na dva načina: nemehansko in mehansko (slika 
5 in 6). Pri nemehanski metodi ekstrakcije nas je zanimal vpliv mlečnokislinske fermentacije 
brez uporabe dodatnih kemijskih ali fizikalnih tehnik razbijanja celične stene spiruline, v 
nasprotju z mehansko metodo, kjer smo nefermentirano in fermentirano mikroalgno pasto 
liofilizirali, izpostavili osmotskemu stresu in ultrasonifikaciji. Pri nemehanski metodi 
ekstrakcije nas je zanimal tudi vpliv različnih časov fermentacije (24, 48 in 72 ur) na lastnosti 
fikobiliproteinov, medtem, ko smo pri mehanski metodi primerjali le en čas fermentacije (24 
ur). Pri obeh metodah smo primerjali profile fikobiliproteinov nefermentiranih in 
fermentiranih vzorcev, zato smo vzorcem posneli absorpcijski spekter (300 – 700 nm) ter 
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izmerili absorbance pri karakterističnih valovnih dolžinah: 280, 565, 620 in 650 nm. Z 
absorbanco, izmerjeno pri 280 nm, smo določili celokupno vsebnost proteinov v vzorcu, 
565, 620 in 650 nm pa predstavljajo karakteristične valovne dolžine maksimalne absorpcije 
za fikoeritrin, fikocianin in alofikocianin v tem vrstnem redu.  
 
 
 
Slika 5: Razlika v barvi ekstraktov, pridobljenih z nemehansko metodo ekstrakcije. Levo ekstrakt 
fermentirane (24 h), desno ekstrakt nefermentirane spiruline. 
 
 
 
Slika 6: Ekstrakti spiruline, pridobljeni z mehansko metodo ekstrakcije. Levo ekstrakt nefermentirane, desno 
ekstrakt fermentirane (24 h) spiruline. 
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4.1 UV-VIS SPEKTROSKOPSKA ANALIZA 
 
4.1.1 Nemehanska metoda ekstrakcije 
 
Ekstrakte, pridobljene iz različno dolgo fermentirane spiruline smo glede zastopanosti 
posameznih predstavnikov fikobiliproteinov primerjali z ekstrakti nefermentirane spiruline 
(slika 7). V obeh primerih smo zaznali prisotnost treh predstavnikov fikobiliproteinov: 
fikoeritrina, fikocianina in alofikocianina. Faktor čistosti fikobiliproteinov smo določili iz 
razmerja med izmerjeno absorbanco pri karakteristični valovni dolžini za posameznega 
predstavnika ter vsebnostjo celokupnih proteinov, določeno z izmerjeno absorbanco pri 
valovni dolžini 280 nm. Pri fikoeritrinu in alofikocianinu nismo ugotovili statistično 
značilnih razlik med faktorji čistosti ekstraktov fermentirane in nefermentirane spiruline, pri 
fikocianinu pa smo pri ekstraktih fermentirane spiruline v primerjavi z ekstrakti 
nefermentirane spiruline v prvih 24 urah opazili trend zviševanja, ki pa ni bil statistično 
značilen. Iz rezultatov je razvidno, da čas fermentacije ne vpliva na faktor čistosti 
fikobiliproteinov. 
 
 
Slika 7: UV-VIS spektroskopska analiza ekstraktov nefermentirane in fermentirane (24, 48 in 72 h) spiruline, 
pridobljenih z nemehansko metodo ekstrakcije. Rezultati so podani kot razmerje povprečnih vrednosti 
absorbanc pri karakteristični valovni dolžini posameznih predstavnikov fikobiliproteinov in absorbance pri 280 
nm ± SD, n = 2. 
Faktor čistosti fikobiliproteinov lahko povečamo z metodo obarjanja. Pogosto opisana je 
uporaba amonijevega sulfata, vendar avtorji navajajo uporabo različnih koncentracij. Chen 
in sod. (2017) opisujejo dvostopenjsko obarjanje z 20 in 45 % (m/v) koncentracijo 
amonijevega sulfata, Zhang in sod. (1999) v kombinaciji z encimsko lizo celične stene 
opisujejo obarjanje fikocianina pri 50 % (m/v) koncentraciji amonijevega sulfata, Siegelman 
in Kycia (1978) pa opisujeta obarjanje posameznih predstavnikov fikobiliproteinov z 
uporabo različnih koncentracij amonijevega sulfata. Navajata, da se pri 25 % (m/v) 
koncentraciji obori fikoeritrin, pri 30 % (m/v) fikocianin in pri 50 % (m/v) alofikocianin. 
Pred fermentacijo 24 h 48 h 72 h
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Uporaba različnih koncentracij amonijevega sulfata za obarjanje fikobiliproteinov je lahko 
razlog za morebitna odstopanja rezultatov v literaturi. Poleg obarjanja z amonijevim 
sulfatom, Zhang in sod. (1999) za pridobivanje fikocianina opisujejo tudi direktno 
ekstrakcijo v PBS pufru (pH = 6,0), Fekrat in sod. (2018) pa uporabo aktivnega oglja in 
hitozana kot adsorpcijskega sredstva. Pri izolaciji fikocainina Romay in sod. (2003) kot 
dodaten kriterij pri določanju faktorja čistosti navajajo tudi odsotnost alofikocianina. Za 
doseganje višjega faktorja čistosti fikobiliproteinov se po obarjanju običajno uporablja še 
ena ali več kromatografskih metod, kot sta ionsko izmenjevalna kromatografija in gelska 
filtracija, višji faktor čistosti pa je možno doseči tudi z dvostopenjsko vodno ekstrakcijo 
(Eriksen, 2008).  
 
Z namenom povečanja faktorja čistosti smo fikobiliproteine iz ekstrakta oborili z 
dvostopenjskim obarjanjem z amonijevim sulfatom. Rezultati UV-VIS spektroskopske 
analize raztopin oborjenih fikobiliproteinov so prikazani na sliki 8. Faktorje čistosti 
posameznih predstavnikov fikobiliproteinov po fermentaciji smo primerjali z njihovimi 
faktorji čistosti v nefermentiranih vzorcih. Pri vseh merjenih valovnih dolžinah smo 
ugotovili razlike v prid fikobiliproteinom iz fermentiranih vzorcev. Faktor čistosti 
fikocianina in alofikocianina je po fermentaciji statistično značilno višji kot pred 
fermentacijo. Prav tako je faktor čistosti fikoeritrina po 72 urah fermentacije statistično 
značilno višji kot pred fermentacijo.  
 
 
Slika 8: UV-VIS spektroskopska analiza oborjenih fikobiliproteinov nefermentirane in fermentirane spiruline 
(24, 48 in 72 h), pridobljenih z nemehansko metodo ekstrakcije. Vrednosti, ki so označene z *, se od vrednosti 
nefermentiranih vzorcev statistično značilno razlikujejo pri p<0,05. Rezultati so podani kot razmerje 
povprečnih vrednosti absorbanc pri karakteristični valovni dolžini posameznih predstavnikov fikobiliproteinov 
in absorbance pri 280 nm ± SD, n = 2. 
 
Spremembe faktorjev čistosti fikobiliproteinov, pri vzorcih pripravljenih z nemehansko 
metodo ekstrakcije v večji meri pripisujemo aktivnosti mlečnokislinskih bakterij med 
Pred fermentacijo 24 h 48 h 72 h
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fermentacijo. Z encimsko hidrolizo celične stene izboljšajo učinkovitost ekstrakcije in s tem 
dostopnost molekul v celici. Vpliv mlečnokislinske fermentacije na fikobiliproteine je še 
bolj opazen po obarjanju, kjer je faktor čistosti vseh treh predstavnikov fikobiliproteinov po 
mlečnokislinski fermentaciji višji kot pred fermentacijo, medtem ko se je pri ekstraktih rahlo 
spremenil le faktor čistosti fikocianina.  
V živilski industriji je zahtevan »food grade« faktor čistosti fikobiliproteinov, ki znaša 
minimalno 0,7 (razmerje absorbanc). Pri ekstraktih nefermentirane spiruline nismo dosegli 
omenjene minimalne zahtevane vrednosti, pri ekstraktih fermentirane spiruline pa smo »food 
grade« faktor čistosti dosegli le pri fikocianinu, kjer se je vrednost iz 0,60 pri ekstraktih 
nefermentirane spiruline po 24 urah fermentacije spremenila na 0,95. Po 48 urah 
fermentacije je faktor čistosti znašal 0,89, po 72 urah fermentacije pa 0,93. Pri ekstraktih 
nismo ugotovili statistično značilnih razlik med faktorji čistosti fermentirane in 
nefermentirane spiruline pri nobenem od predstavnikov.  
Večje razlike med faktorji čistosti nefermentirane in fermentirane spiruline pa smo zaznali 
pri oborjenih fikobiliproteinih. Pri fikoeritrinu se je faktor čistosti iz 0,47 pri nefermentirani 
spirulini po 24 urah fermentacije povečal na 0,65, po 48 urah na 0,58 ter po 72 urah 
fermentacije na 0,77. Po 72 urah fermentacije je bila razlika med faktorji čistosti pred in po 
fermentaciji statistično značilna. Prav tako je tudi faktor čistosti fikocianina po fermentaciji 
statistično značilno različen od faktorja čistosti fikocianina pred fermentacijo, ki je znašal 
0,7. Po 24 urah mlečnokislinske fermentacije je faktor čistosti znašal 1,34, po 48 urah 1,21 
in po 72 urah fermentacije 1,57. Pri fikocianinu smo dosegli največji faktor čistosti. Tudi 
faktor čistosti alofikocianina po fermentaciji je statistično značilo različen v primerjavi s 
faktorjem čistosti alofikocianina pred fermentacijo. Alofikocianin je pred fermentacijo 
dosegel faktor čistosti 0,44, medtem ko je njegov faktor čistosti med fermentacijo narasel na 
0,74 tako po 24 urah kot 48 urah fermentacije, po 72 urah pa narasel še na 0,82. Pri vseh 
predstavnikih fikobiliproteinov smo v raztopini oborjenih fikobiliproteinov fermentirane 
spiruline dosegli višji faktor čistosti v primerjavi z nefermentirano spirulino.  
Raztopinam oborjenih fikobiliproteinov smo posneli tudi absorpcijski spekter v UV-VIS 
območju (300 in 700 nm) (slika 9). Najvišjo absorbanco spektra smo izmerili raztopini 
oborjenih fikobiliproteinov 24 ur fermentirane spiruline. Izmerjena absorbanca raztopine 
fikobiliproteinov po 72 urah fermentacije je višja od izmerjene absorbance po 48 urah, a 
nižja od izmerjene absorbance po 24 urah fermentacije spiruline. Raztopinam oborjenih 
fikobiliproteinov nefermentirane spiruline smo v primerjavi z oborjenimi fikobiliproteini 
fermentirane spiruline izmerili nižji vrh.  
Pri vseh fikobiliproteinih fermentirane spiruline, ne glede na čas fermentacije, smo v 
posnetem spektru opazili tudi manjši vrh pri okoli 420 nm, ter v primerjavi z oborjenimi 
fikobiliproteini nefermentirane spiruline, višje vrednosti pri valovnih dolžinah okoli 360 nm. 
Rezultati so skladni z Romay in sod. (2003), ki navajajo, da fikocianin zaradi lastnosti 
vezanega kromoforja poleg absorpcijskega maksimuma pri 610 – 620 nm, absorbira tudi pri 
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valovni dolžini 360 nm. Navajajo tudi, da se s porušenjem kvartarne, terciarne in sekundarne 
strukture fikocianina zniža intenziteta absorbance, s čimer si lahko razlagamo razlike v 
intenziteti absorbanc pri različnih časih fermentacije. Funkcionalne enote fikobiliproteinov 
so namreč trimeri in heksameri, na katere vplivajo temperatura, ionska moč, koncentracija 
proteinov ter pH. Padec pH in porušenje proteinske strukture med mlečnokislinsko 
fermentacijo je tako eden od možnih vzrokov za znižanje intenzitete absorbance pri različnih 
časih fermentacije.  
 
 
Slika 9: UV-VIS absorpcijski spekter (300 – 700 nm) raztopin oborjenih fikobiliproteinov, ob različnih časih 
fermentacije spiruline 
 
4.1.2 Mehanska metoda ekstrakcije 
 
Rezultati UV-VIS spektroskopske analize ekstraktov, pridobljenih z mehansko metodo 
ekstrakcije, so prikazani na sliki 10. Primerjali smo ekstrakte nefermentirane in fermentirane 
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spiruline (t = 24). Ostali časi fermentacije (48 in 72 ur) nas tokrat niso zanimali, saj smo iz 
predhodnih raziskav opazili, da se največ sprememb zgodi v prvih 24 urah mlečnokislinske 
fermentacije. Pri mehanski ekstrakciji smo za lizo celic uporabili fizikalno-kemijske metode 
in s tem zanemarili vpliv samo mlečnokislinske fermentacije na odprtje celične stene. Kljub 
temu smo pri vseh merjenih valovnih dolžinah ugotovili rahel statistično neznačilen trend 
zviševanja faktorja čistosti v prid fermentiranim vzorcem. Pri ekstraktih se je faktor čistosti 
fikoeritrina iz 0,34 pri ekstraktih nefermentirane spiruline po 24 urah fermentacije spremenil 
na 0,41. Fikocianin je pri ekstraktih nefermentirane spiruline dosegel faktor čistosti 0,62, po 
24 urah fermentacije pa 0,75. Sprememba faktorja čistosti alofikocianina pred in po 
fermentaciji je najmanjša, saj se je iz 0,35 spremenil na 0,38. Spremembe faktorjev čistosti 
fikobiliproteinov v primeru ekstraktov niso bile statistično značilne. 
 
 
 
Slika 10: UV-VIS spektroskopska analiza ekstraktov nefermentirane in fermentirane (24 h) spiruline, 
pridobljenih z mehansko metodo ekstrakcije. Rezultati so podani kot razmerje povprečnih vrednosti absorbanc 
pri karakteristični valovni dolžini posameznih predstavnikov fikobiliproteinov in absorbance pri 280 nm ± SD, 
n = 2. 
 
Tudi iz rezultatov UV-VIS spektroskopske analize oborjenih fikobiliproteinov na sliki 11 je 
razvidno, da zaradi uporabe fizikalno-kemijskih metod za odprtje celične stene ni razlike 
med faktorji čistosti vzorcev. Spremembe faktorja čistosti fikoeritrina po 24 urah 
fermentacije so zanemarljive (iz 0,50 pred fermentacijo na 0,51 po fermentaciji), 
zanemarljiva je tudi sprememba faktorja čistosti fikocianina (iz 0,99 pred fermentacijo na 
1,05 po fermentaciji). Faktor čistosti alofikocianina se je iz 0,66 pri fikobiliproteinih 
nefermentirane spiruline po 24 urah fermentacije spremenil na 0,73. Pri oborjenih 
fikobiliproteinih, pridobljenih z mehansko metodo ekstrakcije, torej nismo ugotovili 
statistično značilnih razlik med faktorji čistosti fermentiranih in nefermentiranih vzorcev. 
A565 / A280 A620 / A280 A650 / A280
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Slika 11: UV-VIS spektroskopska analiza oborjenih fikobiliproteinov nefermentirane in fermentirane (24 h) 
spiruline, pridobljenih z mehansko metodo ekstrakcije. Rezultati so podani kot razmerje povprečnih vrednosti 
absorbanc pri karakteristični valovni dolžini posameznih predstavnikov fikobiliproteinov in absorbance pri 280 
nm ± SD, n = 2. 
 
Ekstraktom smo posneli tudi absorpcijski spekter v UV-VIS območju (300 do 700 nm) (slika 
12). Najvišjo absorbanco spektra ekstraktov, pridobljenih z mehansko ekstrakcijo, smo 
določili ekstraktu nefermentirane spiruline. Pri ekstraktu nefermentirane spiruline je opazna 
tudi visoka vsebnost spojin, ki absorbirajo pri valovnih dolžinah med 300 in 420 nm, viden 
pa je tudi manjši vrh pri okoli 680 nm. Deloma lahko absorbanco pri 360 nm pripišemo 
fikocianinu in njegovemu kromoforju (Romay in sod., 2003), sicer pa ekstrakti poleg 
fikobiliproteinov vsebujejo še druge komponente spiruline, ki lahko prispevajo k intenziteti 
izmerjene absorbance. Pri ekstraktih fermentirane spiruline ima posneti spekter le en vrh, 
kar nakazuje na visok faktor čistosti. 
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Slika 12: UV-VIS absorpcijski spekter (300 – 700 nm) ekstraktov, pred in po fermentaciji (24 h) spiruline 
 
4.1.3 Primerjava rezultatov nemehanske in mehanske metode ekstrakcije glede na 
faktor čistosti fikobiliproteinov 
 
Na podlagi rezultatov UV-VIS analize vzorcev, pridobljenih z nemehansko metodo 
ekstrakcije lahko trdimo, da mlečnokislinska fermentacija z lizo celične stene spiruline zviša 
faktor čistosti fikobiliproteinov. Pri vseh predstavnikih fikobiliproteinov smo v raztopini 
oborjenih fikobiliproteinov fermentirane spiruline dosegli višji faktor čistosti v primerjavi z 
nefermentirano spirulino. Največja sprememba v primerjavi z nefermentiranimi vzorci je 
bila opazna pri fikocianinu, kjer se je faktor čistosti povečal za približno 47 %. Pri ekstraktih 
nismo ugotovili statistično značilnih razlik med faktorji čistosti fikobiliproteinov 
fermentirane in nefermentirane spiruline. 
Hkrati smo z mehansko metodo ekstrakcije dokazali, da mlečnokislinska fermentacija v 
kombinaciji z uporabo fizikalno-kemijskih metod ekstrakcije ne izboljša faktorja čistosti 
fikobiliproteinov v primerjavi z nefermentirano spirulino. 
 
 
 
Pagon A. Ekstrakcija in karakterizacija fikobiliproteinov ... pred in po mlečnokislinski fermentaciji. 34 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
4.2 DOLOČITEV ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI in vitro 
 
4.2.1 Nemehanska metoda ekstrakcije 
 
Antioksidativno aktivnost in vitro ekstraktov in oborjenih fikobiliproteinov smo določili z 
uporabo DPPH radikala in jo izrazili v ekvivalentih askorbinske kisline (g/L). Rezultati 
antioksidativne aktivnosti ekstraktov nemehanske metode ekstrakcije so prikazani na sliki 
13. 
 
 
Slika 13: Antioksidativna aktivnost in vitro ekstraktov nemehanske metode ekstrakcije ob različnih časih 
fermentacije spiruline. Rezultati so podani kot povprečne vrednosti ±SD (n=2) 
 
Pri ekstraktih nefermentirane spiruline se je antioksidativna aktivnost iz 0,073 g 
ekvivalentov askorbinske kisline/L spremenila na 0,098 po 24 urah, po 48 urah je ta vrednost 
znašala 0,076 in po 72 urah 0,082 g ekvivalentov askorbinske kisline/L. Ekstrakti poleg 
fikobiliproteinov vsebujejo tudi druge bioaktivne komponente spiruline in metabolite Lb. 
plantarum. Suzuki in sod. (2013) so identificirali spojini L-3-(4-hidroksifenil) mlečno 
kislino in L-indol-3-mlečno kislino, ki sta metabolita Lb. plantarum in antioksidativno 
delujeta na DPPH radikal. S tem lahko razložimo primerljivo antioksidativno aktivnost 
ekstraktov nefermentirane in fermentirane spiruline. 
 
Pri oborjenih fikobiliproteinih (slika 14) je bila izmerjena antioksidativna aktivnost v 
uporabljenih koncentracijah pred mlečnokislinsko fermentacijo 0,035, po 24 urah 
fermentacije pa 0,105 g ekvivalentov askorbinske kisline/L. Pri 48 urah fermentacije se je 
antioksidativna aktivnost znižala na 0,090 in po 72 urah na 0,085 g ekvivalentov askorbinske 
kisline/L. V primerjavi z antioksidativno aktivnostjo oborjenih fikobiliproteinov pred 
fermentacijo, imajo oborjeni fikobiliproteini po 24 in 48 urah fermentacije statistično 
značilno višjo antioksidativno aktivnost.  
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A
n
ti
o
ks
id
at
iv
n
a 
ak
ti
vn
o
st
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
  
(g
 e
kv
iv
al
en
to
v 
as
ko
rb
in
sk
e
 k
is
lin
e 
/ 
L)
Pagon A. Ekstrakcija in karakterizacija fikobiliproteinov ... pred in po mlečnokislinski fermentaciji. 35 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
 
Slika 14: Antioksidativna aktivnost in vitro oborjenih fikobiliproteinov, pridobljenih z nemehansko metodo 
ekstrakcije, ob različnih časih fermentacije spiruline. Vrednosti, ki so označene z *, se od vrednosti 
nefermentiranih vzorcev statistično značilno razlikujejo pri p<0,05. Rezultati so podani kot povprečne 
vrednosti ±SD (n=2). 
 
4.2.2 Mehanska metoda ekstrakcije 
 
Rezultati antioksidativne aktivnosti in vitro ekstraktov so prikazani na sliki 15. Tako pri 
ekstraktih kot tudi pri oborjenih fikobiliproteinih (slika 16) se v uporabljenih koncentracijah 
pri fermentiranih vzorcih kaže rahel statistično neznačilen trend zviševanja antioksidativne 
aktivnosti. Pri ekstraktih smo pred mlečnokislinsko fermentacijo izmerili antioksidativno 
aktivnost 0,358, po 24 urah fermentacije pa 0,428 g ekvivalentov askorbinske kisline/L. Pri 
oborjenih fikobiliproteinih (slika 15) pa smo pred fermentacijo izmerili 0,087, po 
fermentaciji pa 0,097 g ekvivalentov askorbinske kisline/L, kar nakazuje na odsotnost razlik 
v antioksidativni aktivnosti pred in po mlečnokislinski fermentaciji. 
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Slika 15: Antioksidativna aktivnost in vitro ekstraktov pridobljenih z mehansko metodo ekstrakcije, pred in po 
mlečnokislinski fermentaciji (24 h) spiruline. Rezultati so podani kot povprečne vrednosti ±SD (n=2). 
 
Antioksidativna aktivnost fikocianina, pridobljenega iz cianobakterij, je opisana v mnogih 
raziskavah (Romay in sod., 1998; Bhat in Madyastha, 2001; Romay in sod., 2003; Benedetti 
in sod., 2004; Zhou in sod., 2005; Chen in sod., 2017). Antioksidativno aktivnost večinoma 
pripisujejo kromofornemu delu molekule – fikocianobilinu. Bhat in Madyastha (2000) 
navajata, da fikocianin kot posledica aktivnosti kromoforne skupine med reakcijo s 
peroksilnimi radikali izgubi svojo značilno barvo. Lissi in sod. (2000) navajajo, da je 
antioksidativna aktivnost prostega kromoforja enaka antioksidativni aktivnosti kromoforja 
vezanega v fikocianin. Zhou in sod. (2005) pa pravijo, da denaturacija in razgradnja proteina 
s tripsinom prav tako povečata antioksidativno aktivnost fikocianina, kar nakazuje na 
sodelovanje kromoforja pri antioksidativni aktivnosti fikocianina. Na drugi strani Romay in 
sod. (2003) navajajo, da je antioksidativna aktivnost fikocianina lahko posledica tako 
fikobilinskega kot proteinskega dela molekule. Fikobilinski del molekule fikobiliproteina 
naj bi bil odgovoren za antioksidativno aktivnost proti ROS, proteinskemu delu molekule pa 
pripisujejo sposobnost lovljenja nekaterih reaktivnih dušikovih spojin, singletnega kisika in 
vodikovega peroksida. Fernandez-Rojas in sod. (2014) sposobnost lovljenja DPPH radikala 
pripisujejo proteinskemu delu molekule fikocianina. 
 
Chen in sod. (2017) opisujejo dva mehanizma antioksidativnega delovanja fikobiliproteinov 
z DPPH radikalom. Fikobiliproteini vsebujejo aminokisline, ki lahko oddajo proton 
prostemu elektronskemu paru radikala in ga s tem inaktivirajo. Poleg tega pa fikobiliproteini 
lahko služijo tudi kot donorji elektrona, prosti elektroni radikala pa kot akceptorji in na ta 
način radikal preide v neaktivno obliko. Prvi mehanizem opisuje aktivnost proteinskega dela 
fikobiliproteina, medtem ko drugi mehanizem opisuje aktivnost fikobilinskega oziroma 
kromofornega dela molekule fikobiliproteina.  
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Slika 16: Antioksidativna aktivnost in vitro oborjenih fikobiliproteinov, pridobljenih z mehansko metodo 
ekstrakcije, pred in po mlečnokislinski fermentaciji (24 h) spiruline. Rezultati so podani kot povprečne 
vrednosti ±SD (n=2). 
 
Iz rezultatov določanja antioksidativne aktivnosti fikobiliproteinov in vitro lahko sklepamo, 
da mikroorganizmi med mlečnokislinsko fermentacijo povzročijo modifikacije 
fikobiliproteinov. Te modifikacije se lahko izrazijo kot sprememba v odtenku barve in kot 
sprememba v antioksidativni aktivnosti fikobiliproteinov. Po fermentaciji smo opazili trend 
zviševanja faktorja čistosti fikoeritrina, ki vsebuje druge kromoforne skupine kot fikocianin 
in alofikocianin, kar je ena od možnih razlag za razliko v barvi ekstraktov (slika 6) in za 
povečano antioksidativno aktivnost po fermentaciji. Poleg tega lahko iz rezultatov 
predvidevamo, da mlečnokislinska fermentacija vpliva tudi na oksidacijsko stanje 
kromoforjev, kar prav tako lahko rezultira v spremembi odtenka barve in spremenjeni 
antioksidativni aktivnosti fikobiliproteinov. Pri ekstraktih lahko razliko v antioksidativni 
aktivnosti in vitro pripišemo sinergističnim učinkom med komponentami ekstrakta.  
 
4.3 DOLOČITEV ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI in vivo 
 
Antioksidativno aktivnost oborjenih fikobiliproteinov smo preverili tudi in vivo v kvasovki 
vrste S. cerevisisae kot modelnem organizmu. Zanimala nas je razlika v antioksidativni 
aktivnosti fikobiliproteinov fermentirane (24 h) in nefermentirane spiruline. Kvasovkam, 
tretiranim z raztopinami oborjenih fikobiliproteinov, pridobljenih tako z nemehansko kot 
mehansko metodo ekstrakcije, smo določili raven znotrajcelične oksidacije in rezultate 
podali kot razmerje med izmerjeno fluorescenco in optično gostoto glede na kontrolo 
(netretirano kulturo). Rezultati antioksidativne aktivnosti in vivo oborjenih fikobiliproteinov, 
pridobljenih z nemehansko metodo ekstrakcije, so prikazani na sliki 17, rezultati oborjenih 
fikobiliproteinov, pridobljenih z mehansko metodo ekstrakcije pa na sliki 18. Pri kvasovkah, 
tretiranih z raztopino oborjenih fikobiliproteinov pridobljenih z nemehansko metodo 
ekstrakcije nismo ugotovili statistično značilnega znižanja ravni znotrajcelične oksidacije v 
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uporabljenih koncentracijah niti pri fikobiliproteinih nefermentirane niti pri fikobiliproteinih 
fermentirane spiruline. Tudi pri kvasovkah, tretiranih z oborjenimi fikobiliproteini 
pridobljenimi z mehansko metodo ekstrakcije, nismo opazili znižanja ravni znotrajcelične 
oksidacije niti pri fermentiranih niti pri nefermentiranih vzorcih, temveč rezultati obeh 
metod nakazujejo celo na prooksidativno delovanje. Tako pri nemehanski metodi kot tudi 
pri mehanski metodi nismo ugotovili statistično značilnih razlik med antioksidativno 
aktivnostjo fikobiliproteinov fermentiranih in nefermentiranih vzorcev. Več virov potrjuje 
antioksidativno aktivnost fikobiliproteinov in vivo. Romay in sod. (1998) opisujejo 
protivnetno delovanje fikocianina z lovljenjem vodikovega peroksida in hidroksilnih 
radikalov v miših, Riss in sod. (2007) pa so opisali antioksidativno aktivnost fikocianina z 
lovljenjem superoksid radikalov in z inhibicijo NADPH oksidaze v sirskih hrčkih. Morebitni 
razlogi za odstopanje naših rezultatov od literature so opisani v nadaljevanju. 
 
 
Slika 17: Rezultati znotrajcelične oksidacije kvasovk, tretiranih z raztopino oborjenih fikobiliproteinov, 
pridobljenih z nemehansko metodo ekstrakcije. Rezultati so podani kot povprečne relativne vrednosti ±SD 
(n=2) glede na kontrolo. 
 
Fikobiliproteini se v celici spiruline nahajajo v obliki trimerov in heksamerov. Ni znano, če 
se struktura teh proteinskih agregatov med ekstrakcijo poruši. Poleg tega so fikobiliproteini 
hidrofilne molekule z veliko molekulsko maso, kar jim onemogoča prehajanje skozi celično 
steno kvasovke. Nishanth in sod. (2010) so s konfokalno mikroskopijo po 24-urni 
izpostavljenosti v HepG2 celicah dokazali prisotnost fikocianina. Mehanizem prehoda 
fikocianina skozi celično membrano ni znan, prav tako nismo zasledili nobenih raziskav, ki 
bi bioaktivnost fikobiliproetinov določale v kvasnih celicah. Castangia in sod. (2016) v svoji 
raziskavi opisujejo enkapsulacijo fikocianina v hialurosome in s tem izboljšanje njegove 
biorazpoložljivosti.  
 
Pred tretiranjem smo vse vzorce oborjenih fikobiliproteinov s pomočjo merjenja absorbance 
pri valovni dolžini 280 nm normalizirali na enako koncentracijo proteinov. S tem smo 
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zanemarili vpliv učinkovitosti ekstrakcije na antioksidativno aktivnost fikobiliproteinov. 
Glede na ugotovljeno slabo učinkovitost nemehanske ekstrakcije pri nefermentiranih 
vzorcih, je bila koncentracija proteinov pri teh vzorcih nizka. Posledično smo znižali tudi 
koncentracijo proteinov fermentiranih vzorcev, pridobljenih z nemehansko metodo 
ekstrakcije. Prenizka koncentracija fikobiliproteinov uporabljenih za tretiranje kvasovk je 
tako še eden od morebitnih razlogov za nizke rezultate antioksidativne aktivnosti in vivo 
fikobiliproteinov, pridobljenih z nemehansko metodo ekstrakcije. Hkrati smo koncentracijo 
fikobiliproteinov korigirali tudi fikobiliproteinom, pridobljnim z mehansko metodo. Pri 
mehanski metodi je bila učinkovitost ekstrakcije zelo visoka tudi pri nefermentiranih 
vzorcih, kar pomeni, da smo tudi za tretiranje kvasovk uporabili večjo koncentracijo 
fikobiliproteinov. Nakazovanje rezultatov na prooksidativno delovanje bi tako lahko 
pripisali višji koncentraciji fikobiliproteinov med tretiranjem.  
 
 
Slika 18: Rezultati znotrajcelične oksidacije kvasovk, tretiranih z raztopino oborjenih fikobiliproteinov, 
pridobljenih z mehansko metodo ekstrakcije. Rezultati so podani kot povprečne relativne vrednosti ±SD (n=2) 
glede na kontrolo. 
 
V literaturi antioksidativno aktivnost fikocianina pripisujejo tako proteinskemu, kot tudi 
kromofornemu delu molekule. McCarty (2007) pa navaja, da niti fikocianin, niti 
fikocianobilin nista glavna antioksidanta pri antioksidativni aktivnosti fikobiliproteinov in 
vivo. Dominantni antioksidant naj bi bil fikocianorubin, reducirana oblika fikocianobilina, s 
kemijsko strukturo podobno bilirubinu. Bilirubin je endogeni antioksidant, prisoten v krvni 
plazmi sesalcev in je razpadni produkt krvnega barvila hema. Nastane iz bilverdina z 
encimom biliverdin reduktazo. Ker je netopen v vodi, se veže na albumine v krvi in 
preprečuje oksidacijo na način, da se reoksidira nazaj v biliverdin. Biliverdin je tudi 
predstopnja v sintezi fikocianobilina v cianobakterijah, zato v bioloških sistemih encim 
biliverdin reduktaza deluje tudi na fikocianobilin in ga reducira v fikocianorubin. 
Fikocianorubin je podobno kot bilirubin zmožen lovljenja prostih radikalov na način, da se 
reoksidira v fikocianobilin. Tako bilirubin kot fikocianorubin zavirata tudi nastanek 
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superoksid radikalov. Tudi Bhat in Madyastha (2000) omenjata oksidacijo fikocianorubina 
v fikocianobilin kot mehanizem za lovljenje peroksilnih radikalov.  
 
Podobnost v kemijski strukturi fikocianobilina in bilirubina pa lahko izkoristimo tudi na 
drugih področjih. Minic in sod. (2015) ter Minic in sod. (2018) opisujejo uporabo humanih 
serumskih albuminov in govejih serumskih albuminov kot nosilcev bioaktivnega 
fikocianobilina v prehrani. Bilirubin ima veliko nagnjenost k vezavi na albumin, zato lahko 
to lastnost izkoristimo tudi pri fikocianobilinu. Prednost fikocianobilina vezanega na 
albumin je povečana termostabilnost, kar je pomembno predvsem za uporabo v živilski 
industriji. Vezava na albumin sicer vpliva na odtenek barve, a poveča njeno obstojnost. 
Ugotovili so tudi, da fikocianobilin vezan na albumin še vedno deluje antioksidativno na 
peroksilne radikale, vendar se antioksidativna aktivnost v primerjavi s prostim 
fikocianobilinom z vezavo zmanjša. Kljub temu so albumini primerni za vezavo 
fikocianobilina, saj naj bi se med prebavo kromoforni del odcepil od proteina in tako ohranil 
svojo antioksidativno aktivnost in vivo. Minic in sod. (2016) navajajo, da se fikocianin med 
prebavo s pepsinom razgradi na manjše peptide, sestavljene iz 2 do 13 aminokislinskih 
ostankov, na katere je lahko vezan tudi kromofor. Razgradnja proteinskega dela molekule 
ne vpliva na antioksidativno aktivnost kromoforja. Tudi med mlečnokislinsko fermentacijo 
pride do razgradnje proteinskega dela fikobiliproteinov. Marco Castro in sod. (2019) so z 
elektroforetskimi metodami dokazali fragmentacijo proteinov v ekstraktih spiruline po 
mlečnokislinski fermentaciji, kar z vidika vpliva na zdravje predstavlja še eno prednost 
uporabe mlečnokislinske fermentacije spiruline. Fragmentacija namreč olajša absorpcijo 
fikobiliproteinov v črevesju in s tem izboljša njegovo biorazpoložljivost. Za razumevanje 
obnašanja nefragmentiranih fikobiliproteinov med prebavo bi bilo smiselno fikobiliproteine 
izpostaviti simuliranim pogojem gastrointestinalnega trakta. 
 
Z rezultati določanja antioksidativne aktivnosti fikobiliproteinov smo delno potrdili našo 
hipotezo, da bo antioksidativna aktivnost fikobiliproteinov po mlečnokislinski fermentaciji 
večja od antioksidativne aktivnosti fikobiliproteinov pred mlečnokislinsko fermentacijo. Z 
in vitro metodo smo pri nemehanski metodi ekstrakcije to hipotezo potrdili za raztopino 
oborjenih fikobiliproteinov, pri mehanski metodi ekstrakcije pa naši rezultati nakazujejo 
rahel trend zviševanja antioksidativne aktivnosti po mlečnokislinski fermentaciji, vendar 
razlike niso statistično značilne. V primeru merjenja antioksidativne aktivnosti in vivo 
hipoteze nismo potrdili pri nobeni od metod. 
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5 SKLEPI 
 
Na podlagi opisanih rezultatov analiz vzorcev nefermentirane in fermentirane mikroalge A. 
platensis, pripravljenih z nemehansko metodo ekstrakcije, lahko sklepamo naslednje: 
 
- Pri ekstraktih fermentirane mikroalge v primerjavi z nefermentirano mikroalgo 
nismo zaznali razlik med faktorji čistosti fikobiliproteinov.  
 
- Pri vseh predstavnikih fikobiliproteinov smo v raztopini oborjenih fikobiliproteinov 
fermentirane mikroalge dosegli višji faktor čistosti v primerjavi z nefermentirano. 
 
- Največja sprememba v primerjavi z nefermentiranimi vzorci je bila opazna pri 
fikocianinu, kjer se je faktor čistosti povečal za približno 47 %. 
 
- V primerjavi z antioksidativno aktivnostjo oborjenih fikobiliproteinov 
nefermentirane mikroalge so imeli oborjeni fikobiliproteini fermentirane mikroalge 
po 24 in 48 urah fermentacije višjo antioksidativno aktivnost in vitro. V primeru 
ekstraktov ni bilo razlik. 
 
- Izpostavitev celic kvasovk raztopini oborjenih proteinov v dani koncentraciji ni 
vplivala na raven znotrajcelične oksidacije v primerjavi s kontrolo tako v primeru 
fermentirane kot nefermentirane mikroalge. 
 
- Mlečnokislinska fermentacija mikroalge A. platensis z bakterijami vrste Lb. 
plantarum s hidrolizo celične stene izboljša učinkovitost ekstrakcije 
fikobiliproteinov, zviša faktor čistosti in omogoča, da brez uporabe kromatografskih 
tehnik dosežemo »food grade« faktor čistosti. 
 
Na podlagi opisanih rezultatov analiz vzorcev nefermentirane in fermentirane mikroalge A. 
platensis, pripravljenih z mehansko metodo ekstrakcije, lahko sklepamo naslednje: 
 
- Uporaba fizikalno-kemijskih metod pri ekstrakciji fikobiliproteinov zmanjša razliko 
med faktorji čistosti nefermentirane in fermentirane mikroalge. Tako pri ekstraktih 
kot tudi pri oborjenih fikobiliproteinih nismo določili razlik med fermentirano in 
nefermentirano mikroalgo. 
 
- Antioksidativna aktivnost in vitro ekstraktov mikroalge in raztopine oborjenih 
fikobiliproteinov se med fermentirano in nefermentirano mikroalgo ne razlikuje.  
 
Pagon A. Ekstrakcija in karakterizacija fikobiliproteinov ... pred in po mlečnokislinski fermentaciji. 42 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
- Izpostavitev celic kvasovk raztopini oborjenih proteinov v dani koncentraciji ni 
vplivala na raven znotrajcelične oksidacije v primerjavi s kontrolo tako v primeru 
fermentirane kot nefermentirane mikroalge. 
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6 POVZETEK 
 
Fikobiliproteini so hidrofilni pigmentni proteini, prisotni v rdečih algah in cianobakterijah, 
kjer sodelujejo pri absorpciji svetlobe potrebne za fotosintezo. Sestavljeni so iz proteinskega 
ogrodja, na katerega je kovalentno vezan kromofor. Glede na absorpcijski spekter delimo 
fikobiliproteine v tri podskupine: fikoeritrin, fikocianin in alofikocianin. Združujejo se v 
fikobilisome, ki omogočajo učinkovito absorbcijo in prenos svetlobne energije do 
fotosistema v celici. Fikobiliproteini so pogosto uporabljeni kot barvila v živilstvu in 
kozmetiki. Zaradi svojih antioksidativnih, antikancerogenih, protivnetnih in drugih 
terapevtskih lastnosti, predstavljajo tudi velik potencial v farmaciji in biomedicini. Ker z 
mlečnokislinsko fermentacijo substrata lahko vplivamo na profil in aktivnost bioaktivnih 
komponent v njem, smo v magistrski nalogi izvedli mlečnokislinsko fermentacijo 
mikroalgne biomase Arthrospira platensis z bakterijami vrste Lactobacillus plantarum in 
preverili njihov vpliv na čistost in antioksidativno aktivnost fikobiliproteinov.  
 
Fermentirano in nefermentirano mikroalgno pasto smo ekstrahirali na dva načina: z 
nemehansko in mehansko metodo ekstrakcije. Pri nemehanski metodi ekstrakcije nas je 
zanimal vpliv mlečnokislinske fermentacije brez uporabe dodatnih kemijskih ali fizikalnih 
tehnik razbijanja celične stene, v nasprotju z mehansko metodo ekstrakcije, kjer smo 
nefermentirano in fermentirano mikroalgno pasto liofilizirali, izpostavili osmotskemu stresu 
in ultrasonifikaciji. Z UV-VIS spektroskopsko analizo smo v A. platensis zaznali prisotnost 
vseh treh predstavnikov fikobiliproteinov. Ugotovili smo, da mlečnokislinska fermentacija 
s hidrolizo celične stene mikroalge A. platensis vpliva na faktor čistosti fikobiliproteinov. 
Največja sprememba v primerjavi z nefermentiranimi vzorci je bila opazna pri fikocianinu, 
kjer se je faktor čistosti povečal za približno 47 %. Za uporabo v živilski industriji je 
zahtevan »food grade« faktor čistosti, ki smo ga v primeru fikocianina v nalogi dosegli z 
mlečnokislinsko fermentacijo mikroalge, brez uporabe dodatnih metod čiščenja. Hkrati smo 
ugotovili, da ni razlik med fikobiliproteini iz različno dolgo (24, 48 in 72 h) fermentiranih 
mikroalgnih past, saj se večina sprememb zgodi v prvih 24 urah fermentacije. Pri uporabi 
mlečnokislinske fermentacije v kombinaciji s fizikalno-kemijskimi metodami za ekstrakcijo 
fikobiliproteinov so bile razlike med feremnitranimi in nefermentiranimi vzorci manjše, saj 
smo mehansko razbili celične stene.  
 
V nadaljevanju nas je zanimalo, če mlečnokislinska fermentacija vpliva na antioksidativno 
aktivnost fikobiliproteinov, kar smo preverili in vitro z uporabo 2,2-difenil-1-pikrilhidrazila, 
ter in vivo z merjenjem ravni znotrajcelične oksidacije v modelnem organizmu 
Saccharomyces cerevisiae. Pri določanju antioksidativne aktivnosti in vitro smo pri 
nemehanski metodi ekstrakcije ugotovili višjo aktivnost raztopine oborjenih 
fikobiliproteinov po fermentaciji v primerjavi z nefermentiranimi vzorci, med tem ko so bile 
pri mehanski metodi ekstrakcije te razlike zanemarljive. Pri določanju antioksidativne 
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aktivnosti raztopine oborjenih fikobiliproteinov in vivo nismo ugotovili razlik med 
fermentiranimi in nefermentiranimi vzorci mikroalge A. platensis pri nobeni od metod.  
 
Zbrani rezultati nakazujejo, da že sama mlečnokislinska fermentacija mikroalge A. platensis 
z bakterijami vrste Lb. plantarum s hidrolizo celične stene izboljša učinkovitost ekstrakcije 
fikobiliproteinov, izboljša čistost in poveča antioksidativno aktivnost, merjeno in vitro.  
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PRILOGE 
 
 
PRILOGA A: Rezultati UV-VIS spektroskopske analize 
 
Priloga A1: Rezultati UV-VIS spektroskopskih meritev ekstraktov fikobiliproteinov, pridobljenih z 
nemehansko metodo ekstrakcije 
vzorec\λ 280 nm 565 nm 620 nm 650 nm 
Nefermentiran (1) 0,848 0,447 0,601 0,396 
Nefermentiran (2) 0,326 0,122 0,161 0,121 
24 h (1) 0,802 0,405 0,765 0,370 
24 h (2) 0,958 0,479 0,903 0,442 
48 h (1) 0,587 0,278 0,504 0,236 
48 h (2) 0,555 0,282 0,515 0,251 
72 h (1) 0,558 0,276 0,506 0,225 
72 h (2) 0,786 0,399 0,745 0,359 
 
 
Priloga A2: Izračuni razmerij absorbanc pri karakteristični valovni dolžini posameznih predstavnikov 
fikobiliproteinov in A280 za ekstrakte fikobiliproteinov, pridobljene z nemehansko metodo ekstrakcije 
čas fermentacije  1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD p 
Nefermentiran 
A565 / A280 
A620 / A280 
A650 / A280 
0,527 0,374 0,451 0,108 / 
0,709 0,494 0,601 0,152 / 
0,467 0,371 0,419 0,068 / 
24 h 
A565 / A280 
A620 / A280 
A650 / A280 
0,505 0,500 0,502 0,004 0,568 
0,954 0,943 0,948 0,008 0,084 
0,461 0,461 0,461 0,000 0,471 
48 h 
A565 / A280 
A620 / A280 
A650 / A280 
0,474 0,508 0,491 0,024 0,659 
0,859 0,928 0,893 0,049 0,123 
0,402 0,452 0,427 0,036 0,861 
72 h 
A565 / A280 
A620 / A280 
A650 / A280 
0,495 0,508 0,501 0,009 0,578 
0,907 0,948 0,927 0,029 0,097 
0,403 0,457 0,430 0,038 0,861 
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Priloga A3: Rezultati UV-VIS spektroskopskih meritev raztopine oborjenih fikobiliproteinov, 
pridobljenih z nemehansko metodo ekstrakcije 
vzorec\λ 280 nm 565 nm 620 nm 650 nm 
Nefermentiran (1) 0,177 0,087 0,133 0,079 
Nefermentiran (2) 0,125 0,056 0,082 0,054 
24 h (1) 0,615 0,376 0,783 0,447 
24 h (2) 0,651 0,446 0,919 0,488 
48 h (1) 0,490 0,313 0,648 0,371 
48 h (2) 0,512 0,266 0,563 0,365 
72 h (1) 0,505 0,404 0,825 0,405 
72 h (2) 0,532 0,389 0,800 0,442 
 
 
Priloga A4: Izračuni razmerij absorbanc pri karakteristični valovni dolžini posameznih predstavnikov 
fikobiliproteinov in A280 za raztopine oborjenih fikobiliproteinov, pridobljene z nemehansko metodo 
ekstrakcije 
čas fermentacije  1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD p 
Nefermentiran 
A565 / A280 0,492 0,448 0,470 0,031 / 
A620 / A280 0,751 0,656 0,704 0,067 / 
A650 / A280 0,446 0,432 0,439 0,010 / 
24 h 
A565 / A280 0,611 0,685 0,648 0,052 0,053 
A620 / A280 1,273 1,412 1,342 0,098 0,017 
A650 / A280 0,727 0,750 0,738 0,016 0,002 
48 h 
A565 / A280 0,639 0,520 0,579 0,084 0,227 
A620 / A280 1,322 1,100 1,211 0,158 0,053 
A650 / A280 0,757 0,713 0,735 0,031 0,006 
72 h 
A565 / A280 0,800 0,731 0,766 0,049 0,018 
A620 / A280 1,634 1,504 1,569 0,092 0,009 
A650 / A280 0,802 0,831 0,816 0,020 0,002 
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Priloga A5: Rezultati UV-VIS spektroskopskih meritev ekstraktov fikobiliproteinov, pridobljenih z 
mehansko metodo ekstrakcije 
vzorec\λ 280 nm 565 nm 620 nm 650 nm 
Nefermentiran (1) 1,191 0,377 0,660 0,382 
Nefermentiran (2) 1,322 0,482 0,897 0,493 
24 h (1) 1,336 0,526 0,905 0,480 
24 h (2) 0,912 0,393 0,754 0,366 
 
Priloga A6: Izračuni razmerij absorbanc pri karakteristični valovni dolžini posameznih predstavnikov 
fikobiliproteinov in A280 za ekstrakte fikobiliproteinov, pridobljene z mehansko metodo ekstrakcije 
čas fermentacije  1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD p 
24 h 
A565 / A280 0,394 0,431 0,412 0,026 / 
A620 / A280 0,677 0,827 0,752 0,106 / 
A650 / A280 0,359 0,401 0,380 0,030 / 
Nefermentiran 
A565 / A280 0,317 0,365 0,341 0,034 0,142 
A620 / A280 0,554 0,679 0,616 0,088 0,297 
A650 / A280 0,321 0,373 0,347 0,037 0,423 
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Priloga A7: Rezultati UV-VIS spektroskopskih meritev raztopine oborjenih fikobiliproteinov, 
pridobljenih z mehansko metodo ekstrakcije 
vzorec\λ 280 nm 565 nm 620 nm 650 nm 
Nefermentiran (1) 1,371 0,688 1,403 0,984 
Nefermentiran (2) 1,167 0,587 1,138 0,712 
24 h (1) 0,836 0,419 0,860 0,619 
24 h (2) 0,431 0,228 0,465 0,307 
 
 
Priloga A8: Izračuni razmerij absorbanc pri karakteristični valovni dolžini posameznih predstavnikov 
fikobiliproteinov in A280 za raztopine oborjenih fikobiliproteinov, pridobljene z mehansko metodo 
ekstrakcije 
čas fermentacije  1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD p 
24 h 
A565 / A280 0,501 0,529 0,515 0,020 / 
A620 / A280 1,029 1,079 1,054 0,035 / 
A650 / A280 0,740 0,712 0,726 0,020 / 
Nefermentiran 
A565 / A280 0,502 0,503 0,502 0,001 0,458 
A620 / A280 1,023 0,975 0,999 0,034 0,257 
A650 / A280 0,718 0,610 0,664 0,076 0,378 
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PRILOGA B: Rezultati določanja antioksidativne aktivnosti in vitro 
 
 
Priloga B1: Umeritvena krivulja za spektrofotometrično določanje antioksidativne aktivnosti 
fikobiliproteinov in vitro z DPPH  
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Priloga B2: Rezultati antioksidativne aktivnosti in vitro fikobiliproteinov, pridobljenih z nemehansko 
metodo ekstrakcije 
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 Neferment. 0,309 0,112 0,212 10 0,083 0,318 0,065 0,156 10 0,062 0,073 0,005 / 
24 h 0,232 0,073 0,250 10 0,097 0,229 0,075 0,255 10 0,099 0,098 0,001 0,00279 
48 h 0,270 0,064 0,203 10 0,080 0,286 0,059 0,182 10 0,072 0,076 0,005 0,00473 
72 h 0,231 0,074 0,252 10 0,098 0,297 0,056 0,167 10 0,067 0,082 0,022 0,06929 
R
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 Neferment. 0,375 0,057 0,092 10 0,039 0,388 0,052 0,073 10 0,032 0,035 0,005 / 
24 h 0,222 0,081 0,268 10 0,104 0,231 0,097 0,275 10 0,106 0,105 0,002 0,13675 
48 h 0,267 0,084 0,226 10 0,088 0,275 0,100 0,234 10 0,091 0,090 0,002 0,81731 
72 h 0,245 0,090 0,254 10 0,098 0,334 0,106 0,181 10 0,072 0,085 0,019 0,66834 
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Priloga B3: Rezultati antioksidativne aktivnosti in vitro fikobiliproteinov, pridobljenih z mehansko 
metodo ekstrakcije 
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Neferment. 1,652 1,541 0,245 40 0,380 0,395 0,254 0,215 40 0,336 0,358 0,031 / 
24 h 0,273 0,180 0,264 40 0,408 0,236 0,172 0,291 40 0,449 0,428 0,029 0,1438 
*Aref = 0,3642                          
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Neferment. 0,349 0,193 0,208 10 0,099 0,236 0,164 0,293 10 0,074 0,087 0,018 / 
24 h 0,211 0,103 0,256 10 0,082 0,247 0,071 0,189 10 0,113 0,097 0,022 0,65123 
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PRILOGA C: Rezultati določanja ravni znotrajcelične oksidacije v kvasovki S. cerevisiae 
po tretiranju z raztopino oborjenih fikobiliproteinov 
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  Nefermentiran 0,391 0,315 1,245 103,085 0,385 0,315 1,251 103,634 103,4 0,388 / 
24 h 0,448 0,305 1,473 121,976 0,407 0,315 1,291 106,945 114,5 10,629 0,27792 
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Nefermentiran 0,210 0,656 0,319 102,749 0,224 0,659 0,340 109,460 106,10 4,745 / 
24 h 0,211 0,639 0,330 106,263 0,217 0,619 0,351 112,803 109,53 4,624 0,54041 
